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Resumen  
El  óptimo  rendimiento  y  aprovechamiento  de   los  biofertilizantes     está     sujeto  a  conocer  
las  condiciones  y  características  propias  del  suelo  a  inocular,  la  obtención  de  organismos  
nativos  y  generación  de  condiciones  favorables  de  selección  y  multiplicación  para  poder  
garantizar   las   poblaciones  microbianas   adecuadas   en   el   suelo   y  mejorar   a   su   vez,   las  
condiciones   de   supervivencia   del   microorganismo.      Es   así   como   desarrollo   de  
compuestos   biofertilizantes   con   base   en   bacterias   endófitas   basados   en   procesos   de  
inmovilización  y  encapsulamiento  en  matriz  polimérica  ofrece  una  alternativa  benéfica  a  
los   sistemas   biotecnológicos   favoreciendo   el   manejo   de   una   mayor   densidad   celular,  
reteniendo   propiedades   características   del   microorganismo   y  manteniendo   la   actividad  
catalítica  de  la  bacteria    hasta  el  momento  de    liberación  en  el  suelo.  
  
La  inclusión  de  procesos  de  polimerización    en  la     inoculación  de  PGPR;;    se  constituye  
en  una  alternativa  productiva    para  mejorar  el  rendimiento  de  los  cultivos  a  través  de  la  
fijación   de   nitrógeno   y      suministro   de   nutrientes,   de   manera   tal   que      se   logre  
paulatinamente    sustituir  la  fertilización  de    síntesis  por  una  fertilización  combinada.  
A   través   de   la   investigación   se   ilustran   los   beneficios   de   promover   consorcios  
microbianos   mediante   cepas   nativas   inoculadas   con   potencial   bioquímico      para   la  
obtención  de  productos,  procesos  sostenibles    y  microorganismos  propios  de  la  planta  en    
cultivo  de  Arveja  (Pisum  sativum  L.),    teniendo  en  cuenta  la  demanda    a  nivel  nacional  y  
la  importancia  de  este  cultivar    en  la  economía  agrícola  del  país.    
  
A  partir  de  suelos  Inceptisoles  de  Cundinamarca  se  desarrollaron  pruebas    experimentales  
bajo   procesos   biotecnológicos        y     de     campo   basados   en      diseño   experimental      tipo    
FSCA  (Diseño  factorial  simple  en  bloques  completos    a  alzar)  con  cuatro  tratamientos  los  
cuales  permitieron  ilustrar  el  efecto  del    biofertilizante    promotor    de  crecimiento  vegetal  
en  el  desarrollo  de  la  planta  y  rendimiento  de  cultivo,  logrando  corroborar  la  eficiencia  de  
los  procesos  de   inoculación  mediante   técnicas  de   inmovilización  y  prácticas  de  manejo  
agronómico  basadas  en  fertilización  mixta.  
  
Palabras   Clave:   Bacteria   promotora   de   crecimiento   vegetal   (PGPR),   Inoculante,  
Inmovilización  celular,  Matriz  Polimérica,  Proceso  Batch.  
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Abstract  
The  optimal  performance  and  use  of  biofertilizers   is  subject   to  know   the  conditions  and  
characteristics  of  soil,   the  obtaining  of  native  organisms  and  the  generation  of   favorable  
conditions   for   the   selection   and   multiplication   for   the   power   of   the   populations,   the  
microbes   suitable   to   the   soil   and   to   improve   in   turn,   the   survival   conditions   of   the  
microorganism.  Thus,   the  development  of  biofertilizing  compounds  based  on  endophytic  
bacteria   in   immobilization   processes   and   encapsulation   in   polymeric   matrix   offers   a  
beneficial   alternative   to   biotechnological   systems   favoring   the  management   of   a   higher  
cell  density,  retaining  characteristic  properties  of  the  microorganism  and  maintaining  the  
catalytic  activity  of  the  bacteria  until  the  time  of  release  in  the  soil.  
  
The   inclusion  of  polymerization  processes   in   the   inoculation  of  PGPR;;   It   is  a  productive  
alternative   to   improve   the   yield   of   nutrients   through   the   fixation   of   nitrogen   and   the  
feeding  of  the  nutrients,  in  such  a  way  that  the  solution  is  substituted  by  the  fertilization  of  
synthesis  by  a  combined  fertilization.  
  
Through   the   research,   the   benefits   of   promoting   microbial   consortia   by   native   strains  
inoculated  with  biochemical  potential   for   the  production  sustainable  products,  processes  
and  microorganisms  of  the  plant  in  the  crop  pea  (Pisum  sativum  L.).  the  national  demand  
and  the  importance  of  this  crop  in  the  agricultural  economy  of  the  country.  
  
From   Inceptisol   soils   of   Cundinamarca   was   developed   in   a   experimental   tests   under  
biotechnological  and  field  processes  in  experimental  design  type  FSCA  (Simple  factorial  
design  in  complete  blocks  to  boost)  with  four  treatments  allowed  to  illustrate  the  effect  of  
the   biofertilizer   promoter   of   plant   growth   in   the   development   of   the   plant   and   yield   of  
production,   managing   to   corroborate   the   efficiency   of   the   inoculation   processes   by  
immobilization   techniques   and   agronomic   management   practices   based   on   mixed  
fertilization.  
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Polymeric  Matrix,  Batch  Process.  
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El   deterioro   progresivo   de   la   calidad   ambiental   del   suelo      con   el   uso   inadecuado   de  
sustancias  de  origen  agroquímico,  consecuencia  fundamentada  en  la  incorporación  de  la  
llamada   “revolución   verde”,   estableció   aumentar   los   rendimientos   de   los   cultivos,  
mediante   la   incorporación   de   paquetes   tecnológicos   basados   principalmente   en   la  
utilización   de   agroquímicos,   semillas   híbridas,   riego   y  maquinaria   (Leon   Sicard,   2008),  
generando  cambios  notorios  no  solo  en  el  sistema  productivo  agrícola,    sino  además  en  
la  calidad  y  sostenibilidad  del  recurso  edáfico.  
  
El  modelo  en  países  industrializados  resultó  eficiente  pero  el  contexto  y   las  condiciones  
para   países   tercermundistas   que   adoptaron   el   modelo   fueron   otras,   tal   es   el   caso   de  
Colombia,   cuya   adopción   del   modelo   se   dio   alrededor   de   los   años   1970   a   1987  
aproximadamente   (Corpoíca,   1998),   desencadenado   obstáculos   en   su   implementación  
sin   contar   con   los   efectos   adversos   al   ecosistema   y   a   la   sociedad   implicada   en   esta  
transformación.    
  
Por   tales   circunstancias   que   partieron   de   críticas   al   factor   tecnológico   y   a   sus  
implicaciones  culturales  y  ecosistémicas,  pronto  se  generaron  nuevas  propuestas  para  el  
quehacer  agrícola  (León  Sicard,  2008).  Es  importante  resaltar  que  la  implementación  de  
estas   tecnologías   ha   contribuido   en   gran   medida   al   abastecimiento   de   alimento   y   la  
seguridad  alimentaria  aumentando    la  productividad    como  resultado  de  la  incorporación  
de   los   progresos   científicos   junto   con   tecnologías   que   han   permitido   aprovechar   al  
máximo   el   rendimiento   potencial   de   los   cultivos,   causando   paralelamente      efectos  
secundarios  que  pueden  ser   regulados  mediante  prácticas  de   fertilización      combinadas  
que  promuevan  el   potencial   tecnológico  al   incrementar   la   producción  pero   a   su   vez   se    
aproveche  de  forma  sostenible  el  potencial  del  suelo  y   los    recursos  que  este  brinda  en  
pro  del  mejoramiento  productivo  y  el  aumento  de  la  seguridad  alimentaria.  
  
La  agricultura   sostenible   con  principios  ecológicos   y   sustentables,      se  genera   como  un  
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modelo   de   desarrollo   agrario   encaminado   a   ofrecer   soluciones   alternativas   al   uso   de  
fertilizantes   de   síntesis   como   estrategia   de   producción   limpia   para   el  mejoramiento   de  
cultivos,   basados   en   la   relación   planta-­suelo-­microorganismo   y   a   su   vez,   brindar   la  
posibilidad  de  obtener  producciones  más  económicamente  viables  más   favorables  para  
el  agricultor  en  relación  con  los  costos  de  producción.  
  
Teniendo  en  cuenta  el  uso  de   la  biotecnología  como  una  herramienta   transversal  en  el  
marco   de   la   implementación   de   procesos   que   favorezcan   el   aprovechamiento   de  
organismos  al  suelo,     se  estima  que   la   incorporación  de  sustancias     sintéticas  basadas  
en  una  variedad  de  polímeros  ofrecen  ventajas  sustanciales  sobre  la  turba  o  medios  de  
transporte  orgánico  para  el  microorganismo,  promoviendo  un  mejor  aprovechamiento  del  
inóculo   bacteriano   y   garantizando   además   una   población   adecuada   de   bacterias   que  
promuevan   la   disponibilidad   de   nutrientes,   específicamente   aquellos   organismos      que  
promuevan  el  crecimiento  vegetal.    
  
La  respuesta   inmediata  a   inoculación  en  el  suelo  varía  considerablemente  dependiendo  
de   las  bacterias  en  sí,  especies  de  plantas,   tipo  de  suelo,  densidad  de   inoculante  y   las  
condiciones   ambientales   entre   otros   factores.   En   general,   poco   después   de   que   las  
bacterias  se  introducen  en  el  suelo,  la  población  bacteriana  disminuye  progresivamente    
  
(Bashan      et   al.,      2012).   Este   fenómeno   podría   prevenirse   satisfactoriamente   si   se  
establece   el  medio   adecuado   portador   del   organismo   que   garantice   la   acumulación   de  
una   población   bacterias   promotoras   de   crecimiento   vegetal   (PGPB)   suficientemente  






1.  Problema  de  investigación  y  objetivos  
1.1  Problema  de  Investigación  
Asociado   a   la   inoculación   de   bacterias   al   suelo,   específicamente   de   bacterias  
promotoras   de   crecimiento   vegetal   (PGPB)   se   han   desarrollado   varios   trabajos  
prácticos;;   (Johri   et   al.,   2003)   en   la   India,   (Cong   et   al.,   2009)   en   Vietnam,   (Díaz-­
Zorita   y   Fernández-­Canigia,   2009),      sin   embargo   es   necesario   realizar   una  
evaluación   crítica   frente   a   la   situación   actual   de   inoculantes   bacterianos   con  
potencial   biofertilizante   puesto   que   en   muchas   ocasiones   se   desestima   el   medio  
portador   adecuado   para   el   microorganismo,   generando   como   consecuencia   una  
disminución   de   la   población   de   bacterias   inoculadas   al   suelo,   este   fenómeno,  
combinado  con  una  pobre  producción  de  biomasa  bacteriana,  dificulta  la  posibilidad  
de  mantener  la  actividad  en  la  rizosfera,  y  el  estado  fisiológico  de  la  bacterias  en  el  
momento   de   la   aplicación,   generando   comúnmente   la   barrera  más   común   en   este  
tipo  de  productos,  el    rendimiento  en  relación  con  un  fertilizante  de  síntesis.  
  
Aunque  se  sabe  mucho  acerca  de  la  supervivencia  de  las  bacterias  dentro  del  entorno  de  
protección   de   un   portador   de   inoculante,   se   sabe   poco   sobre   las   tensiones   que   las  
bacterias  tienen  que  soportar  en  la  transferencia  al  entorno  competitivo  del  suelo  (Heijnen  
et  al.,  1992).  Los  inoculantes  deben  ser  diseñados  para  proporcionar  una  fuente  fiable  de    
bacterias   benéficas   que   sobreviven   en   el   suelo   y   mejoren   las   condiciones   de  
disponibilidad  de  nutrientes  para  la  planta.    
  
1.2  Hipótesis    
La  incorporación  de  sustancias  poliméricas  como  agente  de  encapsulamiento  microbiano  
ofrecerá   un   mejoramiento   tecnológico   en   la   producción   de   biofertilizantes   y   ventajas  
sustanciales  sobre  otro  tipo  de  inoculantes  comerciales  al   incluir  un  tiempo  de  vida  más  
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largo  del  producto,  el  mejoramiento  de   la  densidad  celular,   la   facilidad  de   fabricación,  y  
un  mejor  desempeño  de  la  población  bacteriana  de  interés.    
  
1.2.1  Justificación  
Con   base   en   la   necesidad   de   ofrecer   soluciones   alternativas   al   uso   de   fertilizantes   de  
síntesis  como  estrategia  de  producción  limpia  para  el  mejoramiento  de  cultivos,  basados  
en   la   relación  planta-­suelo-­microorganismo  y  a  su  vez  brindar   la  posibilidad  de  obtener  
producciones   mas   económicamente   viables   o   mas   favorables   para   el   agricultor   en  
comparación  con  el  uso  de  fertilizantes  de  síntesis  se  han  relizados  numerosos  ensayos  
y   estudios      practicos   asociados   a   la   inoculación   de   bacterias   al   suelo      como   los  
realizados  en  el    subcontinente  indio  (Johri  et  al  ..  2003),  Vietnam  (Cong  et  al  2009)  o  en  
cultivos   específicos   como   leguminosas      en   america   latina   (Díaz-­Zorita   y   Fernández-­
Canigia  2009),  
Para   usos   agrícolas   y   ambientales,   Los   portadores   microbianos   con   caracterizticas  
poliméricas      brindan  eficiencia  en  cuanto  a  producción  debido  a  sus  ventajas    no  toxicas,  
fácil  degradación,  liberando  así  gradualmente  las  bacterias  en  las  cantidades  necesarias,  
por  lo  general  en  el  momento  de  la  germinación  y  emergencia  de  las  plántulas.  Además  
de   proporcionar   protección   física   de   las   bacterias   inoculadas   de   los   competidores   de  
suelo   y   muchas   tensiones   ambientales   Esto   es   especialmente   crucial   para   PGPB  
asociativo   que   compite   en   la   rizosfera   con  microbios   nativos.   (Covarrubias   et   al.   2012,  
Zohar-­  Pérez  et  al  .  2003),    
A   pesar   de   no   exitir   una   amplia   gama   de   inoculantes   poliméricos   comerciales,   estos  
pueden   representar   el   futuro   de   productos   biofertilizantes   con   potencial   biotecnologico.  
Un   aspecto   positivo   de   inoculantes   poliméricos   es   que   son   todavía   el   dominio   de   los  
laboratorios  de   investigación  y  no  están  protegidos  por   la   industria  de   inoculante;;  por   lo  
tanto,  la  información  disponible  en  la  literatura  científica  permitira  ser  el  punto  de  partida  
para   desarrollos   tecnologicos   basados   en   procesos   biotecnologicos   con   aplicación  
agricola.  





1.3.1  Objetivo  General  
Optimizar   el   potencial   biofertilizante   de   un   inoculante   a   partir   de   organismos  PGPR   en  
lecho  inmovilizado  con  aplicación  en  cultivos  de  Arveja  (Pisum  sativum  L).  
  
1.3.2  Objetivos  Específicos    
•   Aislar  poblaciones  bacterianas  PGPR  fijadoras  de  nitrógeno  a  través  de  técnicas  por    
medio   selectivo   BFN   para   bacteria   fijadora   de   nitrógeno   provenientes   de      suelos  
cultivados  con  leguminosas.  
  
•   Incorporar   procesos   de   operación   tipo   Batch   y   técnicas   de   inmovilización      de  
microorganismos      en   el      desarrollo   de      una   formulación   implementada      como  
biofertilizante.    
  
•   Determinar   el   rendimiento   en   campo   y   la   eficiencia   de   la   inmovilización   biológica    





2.  Marco  teórico  
Las   llamadas   rizobacterias   promotoras   del   crecimiento   vegetal   (PGPR)   (plant   growth  
promoting  rhizobacteria  por  sus  siglas  en  ingles.  En  respuesta  a  la  necesidad  de  generar  
cultivos   limpios,   con   trazas   mínimas   o   nulas   de   agroquímicos   que   afecten   la   salud  
humana   a   largo   plazo,   se   ha   venido   implementado   como   material   para   el   uso   de   los  
microorganismos  benéficos  del  suelo,  que  pueden  promover  el  crecimiento  de  las  plantas  
y   también   evitar   la   infección   del   tejido   vegetal   por   patógenos.   Estos   microorganismos  
pueden   encontrarse   en   asociaciones   simbióticas   o   de   vida   libre.   Estos   últimos   están  
asociados   a   las   partículas   del   suelo   generando   interacciones   con   las   raíces   de   las  
plantas,  en  la  zona  de  la  rizosfera  (Peña  et  al.,  2007).  Su  estudio  y  comprensión  de  sus  
distintas   interacciones   y   mecanismos   de   acción   han   permitido   enriquecer  
considerablemente   los   avances   en   implementaciones   biotecnológicas   basados   en   la  
relación  planta  suelo  microrganismo.  A  modo  de  ilustración,  a  finales  de  la  década  de  las  
70,   Kloepper   y   colaboradores   fueron   los   pioneros   en   introducir   el   término   PGPR   para  
referirse   a   las   rizobacterias   capaces   de   provocar   un   efecto   benéfico   en   las   plantas.  
Dentro   de   los   mecanismos   para   la   promoción   del   crecimiento   vegetal   encuentran   dos  
tipos   fundamentales,   mecanismos   directos   e   indirectos.   Los   mecanismos   directos   son  
aquellos   en   donde   los   microorganismos   actúan   sobre   la   planta.   Dentro   de   estos  
encontramos   la   producción   de   promotores   de   crecimiento   vegetal   (también   llamados  
fitohormonas),   como   auxina,   giberelinas   y   citoquininas.   La   producción   de   estos  
metabolitos,  también  generan  una  mejor  regulación  de  estomas,  lo  que  evita  su  deterioro  
el   cual   está   asociado   a   depresión   del   crecimiento   y   síntomas   de  marchitamiento   en   la  
planta.    
  
Adicionalmente,   las   PGPR   pueden   promover   el   crecimiento   vegetal   mejorando   la  
disponibilidad   de   nutrientes   en   el   suelo   mediante   solubilización   de   fosforo,   fijación   de  
nitrógenos   y   producción   de   sideróforos   (Bobadilla   et   al.,   2008).   Igualmente   se   ha  
demostrado   que   las   rizobacterias   ayudan   a   disminuir   la   resistencia   a   la   conductividad  
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hidráulica,  lo  cual    aporta  a    las  plantas  una  mayor  tolerancia  a  periodos  de  sequía  según  
lo  reportado  por  (Rivieros,  2008).  
  
Los  llamados  mecanismos  indirectos  son  aquellos  en  donde  el  microorganismo  es  capaz  
de   inhibir   diferentes   patógenos   que   interfieren   con   el   desarrollo   de   la   planta.  
Fitopatógenos   como   hongos   y   bacterias   son   neutralizados   por   diversos   mecanismos,  
como   competencia   por   espacio   o   nutrientes,   o   también   producción   de   metabolitos  
antibióticos,  secreción  de  diversas  enzimas  hidrolíticas  que  degradan  la  pared  celular  de  
los   patógenos   (Reyes   et   al.,   2008).   Es   importante   resaltar   que   la   competencia   por  
nutrientes  genera  en  la  rizosfera  interacciones  microbianas  acordes  al  metabolismo  de  la  
planta   debido   a   la   liberación   de   sustancias   difusas,   secreciones,   gases   y   mucílagos  
(Benizri   et   al.,   2001).   Así   mismo,   el   establecimiento   de   poblaciones   competitivas   de  
microorganismos  promotores  del   crecimiento  de   las  plantas  depende  principalmente  de  
aspectos  puntuales  como   la  colonización   rizosférica  de   la  planta,  dada  por   la   liberación  
de  sus  exudados  radicales,  y   la  capacidad  de  respuesta  genética  y  quimioatrayente  del  
microorganismo  hacia  la  rizosfera  (Bacilio  et  al.,  2003).  
  
También   se   ha   evidenciado   la   producción   de   sideróforos   los   cuales   se   definen   como  
moléculas   pequeñas   con   cadenas   laterales   y   grupos   funcionales   que   les   proporcionan  
alta   afinidad   para   captar   y   concentrar   iones   férricos.   Estas   moléculas   son   producidas  
típicamente  por  bacterias,  hongos  y  plantas  monocotiledóneas  en  respuesta  al  estrés  por  
concentraciones  limitantes  de  hierro  en  el  ambiente  (Pérez  et  al.,  2007).  Debido  a  que  la  
biodisponibilidad   de   hierro   es   limitada   en   el   suelo,   es   importante   resaltar   que      la  
producción  de  sideróforos  juega  un  papel  importante  en    la  competencia  por  este  recurso,  
ya  que,  en  general,  los  sideróforos  producidos  por  bacterias  tienen  una  mayor  afinidad  a  
este   elemento   que   los   producidos   por   hongos,   limitando   así   a   posibles   patógenos  
(Compant  et  al.,  2005).  
  
En   los   últimos   años,   PGPR   han   recibido   importancia   en   todo   el   mundo   para   los  
beneficios   agrícolas,   como   una   gran   variedad   de   bacterias,   incluyendo   especies  
de  Rhizobium  ,  Agrobacterium,   Pseudomonas,     Azospirillum,  Azotobacter,   Bacillus,  
Klebsiella  y   muchos   otros   que   se   han   demostrado   para   facilitar   el   crecimiento   de   las  
plantas,  tanto  en  virtud  de  condiciones  de  invernadero  y  de  campo  (Farina  et  al.,  2012  ).  
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2.1  Microorganismos  Endófitos  
Los  microorganismos   endófitos,   en   este   caso,   las   bacterias   viven   en   simbiosis   con   las  
plantas,   se   sabe   que   estas   bacterias   utilizan   diferentes   mecanismos   para   inducir   o  
estimular   el   crecimiento   de   la   planta,   dentro   de   estos   mecanismos   se   incluyen   la  
producción  de   fitohormonas,   la  solubilización  de  minerales   inorgánicos  como   fosfato,   la  
fijación   de   nitrógeno   atmosférico   y   secuestro   de   hierro.   Además,   a   veces   ofrecen   una  
protección   contra   los   microorganismos   patógenos   y   el   aumento   de   las   limitaciones  
ecológicas,  como  la  sequía,  la  salinidad  y  la  metales  pesados  (Khalifa  et  al.,  2015),  lo  que  
los  hace  organismos  complejos  y  muy  interesantes  en  la  aplicación  como  inoculantes.  
  
Dentro  de  los  estudios  correspondientes  a  propiedades  de  las  PGPR  es  sabido  que    los  
microorganismos  endófitos     pueden  servir  a  su  anfitrión  eficaz  y  eficientemente  bajo  un  
amplio   rango   de   condiciones   ambientales   en   comparación   con   los   que   se   unen  
exclusivamente   a   la   rizosfera   de   la   planta   (Compant   et   al.,   2010),   adicionalmente   la  
presencia   de      bacterias   endofíticas   brinda   a   la   planta      la   capacidad   de   habitar   en   los  
tejidos  de  las  plantas  sin  ningún  efecto  perjudicial  aparente  a  la  planta  huésped  (Reiter    et  
al.,  2006)  y  se  sabe  que  al    proporcionar  beneficios  para  el  crecimiento  de  su  anfitrión  tales  
como   la   elevada      producción   de   IAA,   (Ácido   indol   acético),   promotor   de   crecimiento  
vegetal,   así   como   efecto   sideróforo;;   importante   en   la   adquisición   de   nutrientes    
disponibilidad  de  hierro  hacia  la    planta  (Glick,  2003)  y  el  aumento  de  competencia  por  los  
nutrientes  con  patógenos  generando  valores  ecológicos  por  competencia  de  nicho  y  de  forma  
indirecta  la  supresión  de  organismos  causantes  de  enfermedades  (Pieterse  et  al.,  2001).  
  
A   su   vez,   estos   organismos   mejoran   condicionalmente   el   aumento   de   la   actividad  
enzimática  como  se  establece  en  estudios   referente  a  actividad  y   fijación  de  nitrógeno,  
donde   los   aislamientos   endófitos   generaron   capacidad   de   fijación   de   nitrógeno   por   vía  
libre  demostrado  crecimiento  en  un  medio  libre  de  nitrógeno  lo  que  sugería  su  capacidad  
de   fijar   el   nitrógeno   atmosférico.   Se   informó   de   la   capacidad   de   fijación   de   diversas  
bacterias   endofíticas   como   Brevundimonas   diminuta,   Leifsonia   shinshuensis,  
Sphingomonas   parapaucimobilis,   Pseudoxanthomonas   mexicana,   Brevundimonas  
vesicularis,   Agrobacterium   tumefaciens      y   Stenotrophomonas   rhizophilia   entre   otros    
estudios   (Kuklinsky-­Sobral  et  al.,   2004;;.  Sun  et  al.,  2008;;  Li   et   al.,   2010;;  Loaces  et  al.,  
2010;;  Pereira  et  al.,  2012).  
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De  igual  manera  es  importante  resaltar  que  varios  microorganismos  endófitos  presentan  
propiedades   asociadas   a   la   solubilización   de   fosforo   como   lo   demuestran   estudios  
asociados   a   géneros   de   Bacillus,   Pseudomonas,   Xanthomonas,   Rhizobium,  
Streptomyces,  y  Brevundimonas  Inquilinus  (Imran  Afzal  et  al.,  2016).  Es  un  hecho  que  la  
mejora   de   fósforo   influye   no   solo   en   la   nutrición   sino   en   el   crecimiento   general   de   la  
planta  y  el  desarrollo  de  las  raíces  (Jones  y  Darrah,  1994).    
  
Es  así  como  muchos  de  estos  organismos  y  sus  múltiples  aplicaciones  constituyen  una  
alternativa   biológica   a   los   fertilizantes   químicos   y   el   aumento   del   rendimiento   de   los  
cultivos.    
  
2.2  Brevundimonas  sp.  
El   género   Brevundimonas   tiene   una   amplia   variedad   de   capacidades   metabólicas,  
incluyendo   la   capacidad   de   fijar   nitrógeno   atmosférico   mediante   la   conversión   a  
amoníaco.  La  fijación  biológica  de  nitrógeno  molecular  la  llevan  a  cabo  diversos  géneros  
de  bacterias  de  vida  libre,  algunas  de  estas  se  encuentran  en  la  rizósfera  en  vida  libre,  y  
otros  géneros  bacterianos  forman  asociaciones  mutualistas  con  plantas  (Saribay,  2003).  
Las   bacterias   fijadoras   de   nitrógeno   presentan   una   amplia   diversidad   taxonómica,   con  
diferentes   estilos   de   vida   y   de   asociación   con   los   vegetales.   Sin   embargo,   sólo   una  
pequeña  proporción  de  especies  es  capaz  de  hacerlo;;   87  especies  en  dos  géneros  de  
arqueobacterias,   38   de   bacterias,   y   20   géneros   de   cianobacterias   se   han   identificado  
como  diazótrofas  (Hussein,  1999).  
  
El  género  Brevundimonas    como  otros  organismos  microbianos  rizosféricos    son  de  vida  libre  
en   el   suelo   y   no   forman   simbiosis   como   en   el   caso   de   Rhizobium,   posee   un   complejo  
enzimático  capaz  de  reducir  el  nitrógeno  del  aire  a  amonio  para  ser  asimilado  por  las  plantas.  
Las  bacterias  diazótroficas  simbióticas  son  aquellas  que  pueden   fijar  nitrógeno  atmosférico  
sin   la   necesidad   de   formar   una   simbiosis   con   plantas,   ya   que   estas   poseen   diferentes  
estrategias   para   proteger   el   complejo   nitrogenasa,      estas   bacterias   se   encuentran  
prácticamente  en  todos  los  hábitats:  suelo,  mar,  fuentes  de  agua  dulce  y  sedimentos.    
  
En   el   caso   de   Brevundimonas   sp,   las   características   fisiológicas   y   genéticas   de   la  
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bacteria  establecidas  en  estudios  previos  demuestran  la  presencia  del  gen  nif    H,  el  cual    
se  conserva  evolutivamente  entre  organismos  diazótrofos,  y  puede  ser  utilizado  para  su  
identificación   (Ueda   et   al.,  1995  ),   la   presencia   de   este   gen     nif  H   caracteriza   al  
organismo  portador  en  relación  a   favorecer   los  mecanismos  de  reacción  asociados  a   la  
reducción   de   nitrógeno   atmosférico   a   nitrógeno   amoniacal,   es   decir   promueve   los  
procesos   de   fijación   lo   cual      puede   corroborarse   a   través   de      estudios   moleculares  
realizados  para  esta  especie  su  demostrada    capacidad    de  fijación  de  nitrógeno.(Kumary  
et  al.,  2014)  
  
En  relación  a  Brevundimonas  sp  La  actividad  de   la  nitrogenasa  exhibida  por   la  bacteria  
en   estos   estudios   (47,90   nmol   etileno   mg  -­1  proteína   h  -­1),   confirman   claramente   su  
capacidad  de   fijación  de  nitrógeno.  Por   lo  cual  su  potencial  biofertilizante  no  solo  como  
bacteria  promotora  de  crecimiento  sino  como  colaboradora  en  los  procesos  de  fijación  de  
nitrógeno.    
  
Es   importante   resaltar   que   Brevundimonas   ha   sido   estudiada   como   PGPR   al   tener  
diferentes  actividades  de  promoción  de  crecimiento  de  las  plantas  puede  ser  considerado  
como  un  microbio  beneficioso  para  la  agricultura  sostenible  en  las  regiones  áridas  o  con  
baja   disponibilidad   de   agua.   Sobre   la   base   de   datos   fenológicos,   bioquímicos,  
filogenéticos  y  de  secuenciación  de  genes  16S  rRNA.  Se  ha  logrado  concluir  en  estudios  
previos  que  la  cepa  bacteriana  tiene  diferentes  actividades  promotoras  del  crecimiento  de  
las  plantas  y  puede  considerarse  un  microbio  beneficioso  para   la  agricultura  sostenible  
en  las  regiones  áridas,  (Kumary  et  al.,  2013),  teniendo  en  cuenta  además  el  mecanismo  
de  acción  directo  de   las  PGPR  por  excelencia  mediante   la  producción  de  fitohormonas.  
Algunas  especies  de  los  géneros  Pseudomonas,  Brevundimonas,    Azotobacter  y  Bacillus  
liberan  ácido  indol-­acético  (AIA),  giberelinas  o  citoquininas  en  la  rizósfera  de  las  plantas,  
ejerciendo  un   efecto   estimulador   del   crecimiento   especialmente  marcado   cuando  éstas  
están  en  estado  de  plántula  (Lugtenberg  et  al.,    2009).  
  
Teniendo  en  cuenta  las  característica  ilustradas  anteriormente,    esta  especie  bacteriana  
podría   catalogarse   potencialmente   como      un   inóculo   importante   utilizado   como    
biofertilizante   para   contribuir   con   los   niveles      de   nitrógeno   en   el   campo   cultivado,   sin  
embargo      de   aclarar   que      el   impacto   de   Brevundimonas      sp   en   la   promoción   del  
crecimiento  de  la  planta  no  ha  recibido  atención  adecuada  en  relación  con  otros  géneros  
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como   Rhizobium   por   tanto   es   importante   resaltar   su   potencial   en   el   mejoramiento    
agrícola,   la   contribución   en   el   ciclo   de   nutrientes  mundial,   y   en   la   competencia   exitosa  
frente    diferentes  condiciones  ecológicas  y  edáficas  (Samiran  et  al.,  2012).    
  
Diversas   investigaciones   sobre   consorcios   microbianos   han   permitido   estudiar   los  
mecanismos   que   emplean   los  microorganismos   para   establecerse   y   permanecer   en  
distintos   ambientes   incluyendo  el   sistema   suelo   (Giordano  et   al.,   2005;;).  Así  mismo,  
se  ha  establecido  que  los  microorganismos  y  específicamente  las  bacterias  del  suelo  
no  actúan  de  manera  aislada,  sino  que  se  dinamizan  mediante  múltiples  interacciones  
que   incluyen   relaciones   de   sinergismo   y   antagonismo,   entre   otras,   las   cuales  
contribuyen   al   buen   funcionamiento   y   equilibrio   ecológico   del   sistema   edáfico  
(Bottomley,  1998).    
  
La   aplicación   de   Brevundimonas      desempeña   un   papel   clave   para   proporcionar  
protección  contra  la  desecación  y  la  depredación  por  protozoos  (Looijesteijn  et  al.,    2001  )  
o    el  fago  ataque  generado  por    organismos  parásitos  cuyo  desarrollo  provoca  la  muerte  
de   las  células  y  causan   infección  en   la  planta  hospedera  (Sutherland  1994  ),     así  como  
en   la   penetración   de      agentes      antimicrobianos   (Costerton  et   al.,   1987   )   y      protección    
frente   a   la   posible   absorción   de   sustancias  metálicas   que   pueden   llegar   a   ser   toxicas  
para  el  suelo  y  la  planta  (Aleem  et  al.,  2003).  De  esta  manera  constituye  un  género  con  
propiedades   altas      no   solo   de      fijación   de   nitrógeno,   capacidad   de   producción   de  
Exopolisacáridos  EPS    y  protección  adicional  frente  a  condiciones  de  vulnerabilidad    que  
podrían  desarrollarse    en  la  mayoría  de  los  nichos  geográficos  y  por  lo  tanto,  la  completa    
comprensión  de    estas  características  benéficas  en  la  manipulación  del  microorganismo  
para  potencializar  su  actividad    constituye  un  eje    de  gran   interés  agroecológico  para  el  
mejoramiento    y  optimización  de  cultivos.    
  
La   interacción  de  Brevundimonas  sp  está  determinada  por  sus  carácter  de  bacteria  
endófita,   teniendo  en  cuenta  que     diferentes  poblaciones  bacterianas  presentes  en  
la   rizosfera,  poseen   la  capacidad  de  colonizar  el  sistema  radicular  de   las  plantas  o  
su  entorno  más  cercano,  clasificándose  a  su  vez    en  tres  grupos  principales,  las  que  
pueden   colonizar   el   tejido   de   la   planta   formando   nódulos   (simbióticas),   las   que   se  
hospedan  en  estructuras  internas  de  la  planta  (endofíticas)  y  las  que  se  encuentran  
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cerca   del   sistema   radicular   de   la   planta   (bacterias   de   vida   libre)   (Kloepper  et   al.,  
1989).   De   esta   manera   Brevundimonas   sp   como   bacteria   endófita   favorece   la  
promoción  indirecta  de  crecimiento  de  la  planta  mediante  una  acción  antagónica,   la  
cual   se   produce   cuando   estos   organismos  PGPR   reducen   o   evitan   los   efectos      de  
uno  o  más  organismos  fitopatógenos.  Esto  puede  ocurrir  mediante  la  producción  de  
sustancias   antagónicas   o   mediante   la   inducción   de   resistencia   a   los   patógenos  
(Glick,   1995).  Brevundimonas   sp   afecta   el   crecimiento   y   desarrollo   de   la   planta  
mediante   la   promoción   de      sustancias   sideróforos,   los   sideróforos   son   secretados  
para  solubilizar  el  hierro  de  sus  ambientes  circundantes,  a  través  de  la  quelación  del  
ion  férrico,  lo  que  permite  su  solubilización  y  extracción  del  componente  mineral  del  
suelo    o  de  complejos  orgánicos  (Wandersman  et  al;;    2003).  
      
Cabe  señalar  que,  en  el  suelo,  la  actividad  de  producción  de  sideróforos  juega  un  papel  
central  en  la  determinación  de  la  capacidad  de  diferentes  microorganismos  para  mejorar  
el  desarrollo  de   las  plantas.  Los  sideróforos  microbianos  mejoran   la  captación  de  hierro  
por   las   plantas   que   son   capaces   de   reconocer   el   complejo   férrico-­sideróforo   bacterial  
(Masalha  et  al.2000;;  Katiyar  y  Goel,  2004;;  Dimkpa  .  et  al  ,  2009).  
  
2.3  Procesos  Operativos  tipo  Batch  
Los   modelos   de   operación   biotecnológica   constituyen   procesos   biológicos   donde   el  
diseño   y   análisis   del   comportamiento   del   biorreactor   permite   estimar   la   cinética   de  
reacción  biológica  y  balances  de  materia  y  energía  a  través  del  curso  la  fermentación.    
Actualmente   se   conocen   tres   modos   operacionales   para   biorreactores,   los   cuales   se  
caracterizan  principalmente  por   la   forma  en  que  el  sustrato  es  alimentado  al   tanque  de  
operación.   Estos   sistemas   pueden   clasificarse   en   procesos   operativos   discontinuos   o  
Batch,  semi-­discontinuos  o  Fet-­Batch  y  procesos  operativos  continuos.  En  el  crecimiento  
de  microorganismos  en  operación  Batch,   las  células  se  cultivan  con  una  concentración  
inicial,  sin  que  esta  sea  alterada  por  una  concentración  de  nutrientes  adicionados  durante  
el   proceso   de   fermentación,   el   volumen   permanece   constante   y   solo   las   condiciones  
ambientales   (pH,   Temperatura,   Velocidad   de   agitación   entre   otras)   son   controladas   a  
través  de   la  operación.  El  proceso   finaliza  cuando   todo  el  sustrato  es  consumido  por   la  
biomasa.  (Alcón,  1999).  
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Figura  1:  Principales  Modelos  operaciones  para  Biorreactores.  
  









2.4  Técnicas  de  inoculación  
Las   tres   características   fundamentales   y   esenciales   para   todos   los   inoculantes   son:  
apoyar   el   crecimiento   de   los  microorganismos   previstos,   apoyar   el   número   necesario   de  
células   microbianas   viables   en   buen   estado   fisiológico   durante   un   período   de   tiempo  
aceptable   (Stephens   y   Rask,   2000)   y      suministrar   suficiente   microorganismos   en   el  
momento  de  la  inoculación  para  llegar  a  un  número  umbral  de  bacterias  que  normalmente  
se  requiere  para  obtener  una  respuesta  de  la  planta,  es  decir,  el  inoculante  debe  contener  
suficientes  bacterias  viables  después  del  proceso  de  formulación  (Date,  2001).  
  
Los   factores   que   pueden   influir   en   la   eficacia   de   inoculantes   son   aquellos   que  
proporcionan  una  mejor  supervivencia  del  inoculante  en  la  semilla.  Estos  incluyen:  la  fase  
de   crecimiento   (logarítmica   o   estacionaria)   en   el   momento   de   la   incorporación   e  
inoculación  en  el  cultivo,  el  tipo  de  vehículo  bacteriano  en  el  inoculante  ya  sea  de  células  
viables,  esporas,  quistes,  o  células   floculadas  de  diversas  especies  de  PGPB  (Bashan,  
1998),   la   tasa   de   secado   y   rehidratación,   las   características   del   material   portador  
apropiado,  y  la  tecnología  de  la  inoculación  (Date,  2001).    
Discontinuos   o   batch:  Una   v  
Una   vez   que   se   carga,   el  
proceso   ocurre   sin   ingreso   de  
sustrato  ni  salida  de  productos.  
  
Semicontinuo   o   Fed-­  
batch:   Hay   ingreso  
continuo   o   intermitente   de  
sustratos,   sin   retiro   de  
productos.  
  
Continuos   o   Quimiostato:  
Hay   alimentación   continua  
de  sustrato  y   retiro  continuo  
de  productos.  
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2.5  Procesos  de  inmovilización  
El   encapsulamiento   de   microorganismos   en   una   matriz   polimérica   (también   conocida  
como   la   inmovilización   cuando   se   utiliza   un   microorganismo   y   co-­inmovilización  
cuando   se   utiliza  más   de   un   organismo)   es   actualmente   un   reto   experimental   en   el  
campo  de  la  tecnología  de  la  inoculación  de  bacterias  de  uso  agrícola  y  ambiental.    
  
El   concepto   básico   que   rodea   a   la   inmovilización   pretende   encapsular   al  
microorganismo   vivo   en   una  matriz   polimérica   y  mantener   su   viabilidad.  El   producto  
inmovilizado  se   fermenta  en  un  medio  de  crecimiento  bacteriano  para  distintos  usos  
finales.   Estas   formulaciones   pueden   producir   muchos   compuestos   útiles   para  
aplicaciones   industriales,   incluyendo   ácidos   orgánicos,   aminoácidos,   enzimas   y  
vitaminas,   y   aplicaciones   ambientales,   incluyendo   la   biorremediación   de   materiales  
tóxicos  para  períodos  de  tiempo  prolongados.  Los  productos  bacterianos  deseados  se  
extraen   del   biorreactor   mientras   continúa   la   fermentación.   Células   microbianas  
inmovilizadas   son   fáciles   de   producir,   almacenar   y  manejar   durante   las   operaciones  
industriales  (Prasad  y  Kadokawa  et  al.,  2009).      
  
El  objetivo  principal  de  la  inmovilización  es  proporcionar  al  microorganismo  un  refugio  
temporal   del   ambiente,   del   suelo   y   de   otros   competidores   microbianos   además   de  
liberar   gradualmente   la   población   bacteriana   deseada   para   la   colonización   de   las  
raíces   de   las   plantas.   Esta   liberación   se   da   en   el  momento   en   el   que   el   inoculante  
llega  al  suelo  y  se  produce  la  degradación  lenta  del  polímero.  
  
2.6   Leguminosas   en   Colombia,   el   papel   de   Pisum  
sativum  L.  
El  cultivo  de  arveja  en  Colombia  ha  sido  por  varios  años  el  regulador  de  la  economía  
de   pequeños   y   medianos   productores   de   zonas   andinas,   y   su   producción   se  
concentra   en   Cundinamarca,   Boyacá,   Nariño   y   Tolima   (Buitrago  et   al.,   2006).  
Actualmente   la   variedad  más   sembrada   es   la  Santa   Isabel,   variedad   indeterminada,  
adaptada  a  altitudes  entre  2.200  y  3.000  metros,  se  cosecha  entre  115  y  145  días  en  
verde  y  hasta  160  días  en  seco,   sus   rendimientos   fluctúan  entre  900  y  1.200  kg·ha-­
16   Optimización  de  un  inoculante  promotor  de  crecimiento  vegetal  y  su  potencialización    
  por  lecho  inmovilizado  en  matriz  polimérica.  Aplicación  en  suelos  inceptisoles    
cultivados  con  Pisum  sativum  L.    
  
1  (Sánchez  y  Mosquera,  2006;;  Buitrago  et  al.,  2006).  
  
Es   importante   resaltar   que   las   leguminosas   en   Colombia   cumplen   un   papel  
fundamental  dentro  de  la  producción  de  la  canasta  familiar  si  se  tiene  en  cuenta  que  
para   el   caso   de   la   Arveja   (Pisum   sativum   L.)   ocupa   el   segundo   lugar   en   orden   de  
importancia   después   del   fríjol   entre   las   leguminosas,   con   un   área   cosechada   de  
17.135   hectáreas   y   una   producción   aproximada   para   el   2014   de   70.151   toneladas  
(Fenalce,   2013),   con   cultivos   en   11   departamentos,   entre   ellos   Boyacá,  
Cundinamarca,  Huila,  Nariño  y  Santander     en  donde  se  concentra   la  mayor  parte  de  
esta  producción.    
  
La   arveja   (Pisum   sativum   L)   es   una   planta   originaria   de   Etiopía   y   Europa  
Mediterránea,   siendo   una   de   las   leguminosas   más   antiguas,   encontrándose  
referencias   escritas   de   haber   sido   utilizada   por   pueblos   neolíticos   del  Cercano  Oriente  
(7000  a  6000  años  AC).  Su  cultivo  se  expandió  a  regiones  templadas  y  zonas  altas  de  los  
trópicos   de   todo   el   mundo,   siendo   esta   especie   cultivada   principalmente   en   Francia,  
España   y   Alemania,   donde   el   71%   del   área   europea   se   dedica   a   dicho   cultivo,  
alcanzando  un  área  de  807.000  Ha  cultivadas  en  el  año  2006  (Buitrago  et  al.,  2006).    
  
A  su  vez   los  suelos  cultivados  con   leguminosas  son  de  uso  común  en  determinados  
terrenos  pobres  en  nitrógeno,  o  que  han  quedado  agotados  por  otras  cosechas,  para  
permitir  rotar  los  sembrados  en  el  mismo  lugar.  Lo  cual  es  común  en  varios  suelos  de  
nuestro  país,    promoviendo  un  mejoramiento  en  la  fertilidad  del  suelo  que  aumente  la  
sostenibilidad   del   sistema   productivo,   a   través   de      su   aporte      en   la   fijación   de  
nitrógeno   contribuye   a      reducir   la   cantidad   de   fertilizante   nitrogenado   además   de  
favorecer   propiedades   físicas   y   capacidad   de   agua   mediante   su   sistema      radicular  
(raíces)   al   ser      profundo,   ayuda   a   sostener   las   plantas   y   crea   espacios   en   el   suelo  
para  la  regulación  aire  y  agua.  
  
Otro   aspecto   favorable   en   términos   de   fertilidad   de   suelo   se   asocia   a   la   agricultura  
regenerativa   donde   las   leguminosas   son   una   base   importante   para   manejar   los  
nutrientes  en  el  suelo  con  rotaciones  y  asociaciones  de  cultivo.    
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2.7   Importancia   de   Brevundimonas   sp   en   cultivo   de  
leguminosas  
Aunque  es  bien  conocida   la  acción  asociativa  que  ejerce  el  género  Rhizobium  sobre   la  
fijación  de  nitrógeno  en   cultivo  de   leguminosas,   es   importante   resaltar  el   beneficio   que  
reporta   la   presencia   de   Brevundimonas   en   este   tipo   de   cultivares,   generando   un  
consorcio   microbiano   benéfico   entre   la   bacteria   y   organismo   simbióticos   propios   de   la  
leguminosa  como  Rhizobium  para   la  promoción  de  crecimiento  y   resistencia  del  cultivo.    
El  poder  de  Brevundimonas  puede  estar  originado  por  mecanismos  adicionales  frente  a  
otros   géneros   como  Rhizobium,      lo   que   es   confirmado   por   González   et   al.,      (1986),   (  
Ferrer  et  al,.  1991),   (Acosta  et  al,.1992),  Abbass  y  Okon  (1993)  y  (Carletti  et  al,.  1994),  
quienes   plantean   que   además   del   efecto   nitrifijador   del   inoculante   en   su   proceso   de  
producción   se   origina   un   número   grande   de   sustancias   bioestimuladoras   tales   como  
auxinas,  giberelinas  citoquininas,  fosfolípidos,  ácidos  grasos,  ácido  indol  acético  y  otros,  
así  como  sustancias  fungistáticas  que  promueven  el  crecimiento  de  las  plantas  y  muchas  
veces  son  las  responsables,  aún  más  que  el  nitrógeno  de  fijación  simbiótica,  de  su  efecto  
sobre  la  germinación,  floración  y  vigor  de  las  plantas,  lo  cual  contribuye  a  la  elevación  en  
los   rendimientos  de  distintas  variedades     de  cultivares  como  gramíneas,   leguminosas  y  







3.  Marco  metodológico  
La    presente   investigación,  propone  tres  etapas  metodológicas  con  el  objeto  de  aislar  e  
identificar  PGPR,  específicamente  Brevundimonas  sp  de  suelos  de  uso  agrícola  (cultivo  
de   leguminosas),  posteriormente  desarrollar  un  proceso  biotecnológico  a   través  de  una  
operación   batch   y   una   tercera   etapa   donde   se   propone   el   uso   del   agente   biológico  
inmovilizado   (Brevundimonas   sp),   inoculado   en   el      suelos   asociado   (cultivo   de   arveja  
(Pisum  Sativum  L  -­  Variedad  Santa  Isabel).    
  
A   continuación   se   presenta   en   la   figura   2   el   esquema   metodológico   de   la   presente  
investigación.    
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El  tratamiento  estadístico  desarrollado  implementa  técnicas  bayesianas  para  crecimiento  
bacteriano  en  la  etapa  II    y  Análisis  de  mediadas  repetidas  mediante  técnicas  de  perfiles  
en  la  etapa  III.  
  
3.1  Material  vegetal  
Cultivo.  El   tipo  de  cultivo  asociado  a   la   investigación  corresponde  a   (Pisum  sativum  L.)  
La   arveja      es   una   planta   autógama   (2n=14)   y   la   mayoría   de   los   caracteres   son  
poligénicos  y  por  lo  tanto,  heredados  cuantitativamente  (Moreno,  1987.)  
La   planta   de   arveja   desarrolla   un   tallo   primario   o   eje   central,   y   puede   tener   tallos  
secundarios  que  nacen  del  nudo  cotiledonar  o  de  nudos  superiores.  El  número  de  ramas  
está  determinado  por   las  condiciones  ambientales,  en  especial  por  el   fotoperiodo,  pero  
también   parte   de   la   variabilidad   observada   se   debe   a   diferencias   genéticas   (Hatam   y  
Amanullah,  2001;;  Ligarreto,  2002).  
  
La   diversidad   en   arveja   es   amplia,   con   un   gran   número   de   cultivares   que   se   han  
mejorado  por  rendimiento  y  por  calidad  del  producto  fresco  o  como  materia  prima  para  la  
agroindustria.  Colombia   cuenta   con  variedades  de  arveja  mejoradas  bastante  antiguas,  
dentro  de  las  que  se  encuentran:  ICA  Bojacá,  ICA  Teusacá  y  Diacol  Caldas,  entregadas  
en   las   décadas   de   1960   y   1970;;   ICA  Tominé,   ICA-­Corpoica  Sindamanoy   y  San   Isidro,  
liberadas  en  la  década  de  1990;;  no  obstante,  la  variedad  regional  Santa  Isabel  es  la  que  
ocupa  la  mayor  parte  del  área  sembrada  en  el  país,  ya  que  posee  buenas  características  
comerciales  como  grano  y  vaina  grandes,  y  es  una  de  las  variedades  más  rendidoras  en  
vaina   verde.   Presenta   un   hábito   de   crecimiento   voluble,   con   flores   de   color   blanco.   El  
grano  seco  es  de  forma  redonda,   liso  y  de  color  crema  quemado;;  el  hilum  es  negro.  La  
altura   promedio   de   la   planta   es   de   1,70   m   y   es   susceptible   a   patógenos  
como  Ascochyta  spp.,    Colletotrichum  pisi  Pat.  y  Fusarium  oxysporum  f.  sp.  pisi  (Buitrago,  
2006).  
  
De   las   variedades  mejoradas,   la   que  más   se   siembra   en   el   país   es   la  San   Isidro,   que  
presenta  un  hábito  de  crecimiento  voluble,  sus  flores  son  de  color  blanco,  el  grano  es  de  
forma  redonda,  liso  y  verde,  con  un  hilum  de  color  blanco.  Los  días  hasta  la  floración  van  
de  58  a  61;;   los  días  a  cosecha  van  de  112  a  118  para  grano  en  verde  y  de  140  a  147  
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para  grano  en  seco.  El  rango  de  adaptación  es  de  2.400-­2.800  msnm;;  la  altura  promedio  
de   la   planta   es   de   1,11   a   2,00   m.   Este   material   presenta   resistencia   en   campo  
a  Ascochyta  ssp.  y  a  Colletotrichum  pisi  Pat.  (Buitrago  y  Duarte,  2006).  
  
La   variabilidad   ambiental   afecta   la   relación   entre   genotipo   y   fenotipo.   Este   grado   de  
asociación   es   medido   por   la   heredabilidad   (h2),   la   cual   puede   definirse   como   la  
proporción  de  la  variación  fenotípica  total  observada,  debida  a  causas  genéticas.  Cuanto  
mayor  sea  la  heredabilidad,  el  fenotipo  describirá  más  al  genotipo.  De  esta  forma,  cuando  
se  acerca  al  100%,  se  garantiza  que  los  fenotipos  seleccionados  son  los  de  componente  
genético   superior.   Además,   es   necesario   tener   presente   que   las   estimaciones   de   este  
parámetro  son  específicas  para  la  población  referencia  sobre  la  que  se  ha  medido  y  para  
las  condiciones  ambientales  en  las  que  se  realiza  la  evaluación  (Vallejo  y  Estrada,  2002).  
  
3.2  Localización  y  características  del  muestreo  
La   caracterización   y   localización   del   suelo   correspondiente   al   eje   de   investigación   se  
encuentra  ubicado  a  23  km  del  casco  urbano  en  la  vereda  Carrasquilla  entre  el  municipio  
de  Tenjo  y  Madrid  (Cundinamarca)  a  8  km  de  Tenjo  vía  la  Punta.  
  
En   esta   zona   se   detallan   actividades   agrícolas   asociada   a   cultivo   de   hortalizas   y    
leguminosas   principalmente.   El   terreno   de   la   zona   se   caracteriza   por   condiciones   70%  
planas,  15%  con  ligeras  ondulaciones  y  15%  de  suelos  escarpados  ubicados  en  la  parte  
occidental   en   una   colina   que  no   sobrepasa   los   200  metros   de  altura.   Los   suelos   de   la  
zona  vocación  para  las  actividades  agropecuarias.  
  
Acorde  a  la  metodología  propuesta  se  procede  a  desarrollar  el  primer  objetivo,  teniendo  
en   cuenta   los   aspectos      de   caracterización   de   suelos   y   aislamiento   de      poblaciones  
bacterianas    fijadoras  de  nitrógeno  a  través  de  la  implementación  de    técnicas    por    medio  
selectivo   BFN   bacteria   fijadora   de   nitrógeno   provenientes   de      suelos   cultivados   con  
leguminosas.  
  
Para   llevar   a   cabo   dicho   objetivo   se   realizo   toma   de   muestras   de   suelo   rizosférico  
cultivado  con   leguminosas,  especie  Pisum  Sativum  L.  Variedad  Santa  Isabel,   localizado  
en      la  vereda  Carrasquilla  entre  el  municipio  de  Tenjo  y  Madrid   (Cundinamarca),   vía   la  
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Punta,  durante  los  meses  de  marzo  a  Abril  del  2015.  Las  muestras  recolectadas  a  través    
de   muestreo   aleatorio   simple   implementando   técnicas   de   zig-­zag   fueron   puestas   en  
conservación  utilizando  empaques  de  cierre  hermético  y  trasladadas  a  los  laboratorios  de  
Ingeniería  Ambiental  de  la  Universidad  ECCI  para  su  posterior  análisis,  el  cual  consistió  
en   la   caracterización   fisicoquímica   del   suelo,   aislamiento   de   poblaciones   bacterianas  
fijadores   de   nitrógeno   y   posteriormente   la   realización   de   pruebas   de   reconocimiento   e    
identificación  molecular  del  organismo  de  estudio  en  este  caso  Brevundimonas  sp.  
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4.  Etapa  1.  Aislamiento  e  identificación  de  
poblaciones  bacterianas  fijadoras  de  
nitrógeno  
4.1.  Metodología  
Proveniente   de   suelos   de   uso   Agrícola   (Cultivo   de   leguminosas).   Se   realizaron   los  
análisis  físicos,  químicos  y  microbiológicos  de  las  muestras  de  suelo  usando  metodología  
propuesta  por  el   laboratorio  del   Instituto  Geográfico  Agustín  Codazzi   (IGAC  2008),  a   fin  
de  conocer  las  condiciones  físicas  que  condicionan  el  nicho  de  los  microorganismos.  Los  
análisis  físicos  realizados  fueron  Textura  mediante  el  método  de  bauyucus,  porcentaje  de    
humedad  por  gravimetría,  color  mediante  aplicación  de  carta  de  coloración  de  Munsell).  
Los    análisis  químicos    de  pH  por  potenciometría  en  pasta  de  saturación,  porcentaje  de  
carbono   orgánico   por   el  método   de  Walkley  Black,   capacidad   de   intercambio   catiónico  
por   el   método   de   acetato   de   amonio;;   estos   parámetros      determinaran   condiciones  
óptimas  para  desarrollo  del  organismo  en  estudio.      
  
A  nivel  microbiológico  el  objetivo  principal   fue  el  aislamiento  e   identificación  del  género  
Brevundimonas   sp   en   medio   selectivo,   mediante   la   técnica   de   gránulos   de   suelos  
(Martínez,  1999),  implementado  muestra  de  suelo  rizosférico.    
  
La   identificación   fenotípica      y  bioquímica  del  microorganismo  se   llevó  a   cabo  mediante  
coloración   de   Gram   e   identificación   por   microscopía   y   posterior   análisis   de   pruebas  
bioquímicas   simples   para   oxidación-­fermentación,   hidratos   de   carbono,      catalasa,  
motilidad,   Indol,   TSI   (Hierro   triple   azúcar),   Citrato   y   Rojo   de   metilo   con   el   fin   de  
determinar  las  características  metabólicas  de  la  bacterias  objeto  de  identificación.  
  
Como   método   complementario   para   garantizar   la   identificación   del   microorganismo  
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aislado   se   procedió   a   realizar   la   identificación   molecular   de   la   cepa   aislada   mediante  
estudios  taxonómicos  de  filogenia  a  través  del  análisis  de  el  gen    ARNr  16S,  análisis  que  
fue   desarrollado   a   través   de   la   corporación   de   investigación   científica   y   desarrollo  
tecnológico,    Corpogen.  
  
4.2  Toma  de  Muestras  para  Caracterización  y  Aislamiento  
Durante  los  meses  de  Febrero  a  Abril     de  2015  se  recolectaron  2  kilos  de  muestra  de  suelo  
para  caracterización  fisicoquímica  basados  en  muestreo  simple  aleatorio  (IGAC,  2015  )  y  500  
gr  de  suelo  rizosférico  de  cultivos  de  arveja  (Pisum  sativum)  de  campos  agrícolas  a    23  km  del  
casco  urbano  en  la  vereda  Carrasquilla  entre  el  municipio  de  Tenjo  y  Madrid  (Cundinamarca)  a  
8  km  de  Tenjo  vía  la  punta.  Las  correspondientes  muestras  fueron  tomadas    según  protocolos  
para  toma  de  muestras  compuestas  y  suelo  rizosférico  (IGAC,  2015)  
  
El  sector  presenta  un  clima  templado,  con  una  temperatura  media  de  22°C.  Las  muestras  
se   transportaron   a   temperatura   ambiente   en   bolsas   de   cierre   hermético   esterilizadas,    
para  su  procesamiento  en  los  laboratorios    de  Microbiología  ambiental    de  la  Facultad  de  
Ingeniería  Ambiental  de  la  Universidad  ECCI  y  la  los  laboratorios  de  ingeniería  Ambiental  
de   la  Universidad  Sergio  Arboleda.  Para  análisis  posteriores  al   tiempo  de  muestreo   las  
muestras   fueron   conservadas   en   frio   a   temperatura   de   4ºC   según   recomendación   de  
toma  y  preservación  de  muestras  (IGAC,  2015).  
  
Los  muestreos  para  caracterización  y  toma  de  muestra  de  suelo  rizosférico  se  citan  en  el  
anexo   1.   Los   análisis   fisicoquímicos   correspondientes   a   caracterización   de   suelos,   se  
desarrollaron   acorde   a   marchas   analíticas   estándares   según   protocolos   para   toma   y  
análisis  de  muestras  del  Instituto  Geográfico  Agustín  Codazzi  (IGAC,  2008).  
  
4.3  Caracterización  fisicoquímica  de  suelo  
Para   la  descripción  de   las  características  morfológicas  se  realizó  una  calicata,  acorde  a  
las  especificaciones  del  manual  de  campo  para  el   levantamiento  de  suelos  y   tierras  del  
IGAC   (2006)   y   según      lo   establecido   en   el   artículo   148   del   Plan   de   Ordenamiento  
Territorial  para  el  municipio  de  Tenjo,  se  establecen   los  suelos  de   la  zona  de  muestreo  
como  suelos    de  alta  capacidad  agrológica,  en  los  cuales  se  puedan  implantar  sistemas  
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de   riego   y   drenaje,   caracterizados   por   relieve   semi-­plano,   sin   erosión   antrópica,  
presencia  de  erosión  natural  suelos  profundos  y  sin  peligro  de  inundación,  con  taxonomía  
correspondiente  a   Inceptisoles  caracterizados  por   tener  procesos  de   formación  cortos  y  
bajo  grado  de  meteorización  correspondiente  a  formaciones  edáficas  jóvenes.    
  
Figura  4:  Caracterización  Fisicoquímica  del  suelo  
  
Dentro   de   las   propiedades   caracterizadas   presentan   coloraciones      Pardas  
correspondientes   a   color   Munsell   café   (Fig   5)   con   porcentajes   medios   de   materia  
orgánica    y  presencia  de  calcio  y  magnesio.    
  
Acorde   a   la   determinación   textural,   los   suelos   de   la   zona   presentan   granulometría   de  
suelos  franco  arenosos  lo  cual  permite  adecuados  procesos  de    retención  de  humedad  y  
permeabilidad.    
  









En  cuanto  a  propiedades  químicas  fue  determinado  por  métodos  potencio  métricos  el  pH  
del   suelo   de   estudio   en   un   rango   acido   correspondiente   a   5.8.   lo   cual   establece   un  
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indicador      importante   para   la   viabilidad   de   las   poblaciones   bacterianas   de   interés   así  
como   establecer   condiciones   nutricionales   para   los   principales   cultivos   de   la   zona  
caracterizados   por   la   presencia   de   Hortalizas,   leguminosas   y   gramíneas  
fundamentalmente.  
  
Los   contenido   de   Materia   orgánica   del   suelo   (MOS),   fueron   cuantificados   como  
porcentaje  de  carbón  orgánica  mediante  el  método  de  Walkley  Black,  estableciendo  un  
porcentaje  de  6.4%  para  la  muestra  combinada  de  suelo,  lo  que  indica  según  porcentajes  
de  MOS   para   suelos   de   Colombia   establecido   por   el   IGAC   un   contenido   favorable   de  
materia  orgánica,   teniendo  en  cuenta   la  granulometría  presente  en  el  suelo  y  el   tipo  de  
cultivo.    
  
A   continuación   se   presenta   la   tabla   de   resultados   correspondiente   a   los   ensayos  
desarrollados.          
  
Tabla  1:  Caracterización  Fisicoquímica  de  suelo  según  protocolos  IGAC.  
  
Muestreo  combinado  por  técnica  de  zigzag  
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  4.4  Aislamiento  de  poblaciones  bacterianas  Fijadoras  de  
Nitrógeno  
La    muestra  de  suelo  rizosférico  implementada  para  realizar  los  aislamientos  de  fijadores  
de  nitrógeno     se  disgrego     separando  el  suelo  de   raíces  y  materia  orgánica  para   luego  
ser  tamizado  y    dispuesto  en  cajas  de  Petri  según  técnica  de  granulo  de  suelo  en  medio  
selectivo  para  BFN,  permitiendo  el  crecimiento  positivo  de  colonias  para  6  de  las  10  cajas  
dispuestas   y   contaminación   por   hongo   en   las   cuatro   restantes   (Figura   6).   El   medio  
selectivo  para  fijadores  de  nitrógeno  contiene  fuentes  de  nitrógeno  insignificantes,  lo  cual  
le   permite   al   microorganismo   sintetizar   y   aumentar   las   cantidades   de   nitrógeno   de  
manera  adecuada.  
  




Como  parte  de  las  pruebas  preliminares    de  identificación  para  el  organismo  de  interés,  
se   realizaron   pruebas   macroscópicas   de   reconocimiento,   mediante   la   identificación    
visual  de  exopolímeros  adheridos  a  los  gránulos  de  suelo,  la  identificación  macroscópica  
se  aplicó  a   las  seis  cepas  que  contenían  el  medio  selectivo  para  BFN,   las  biopelículas  
consisten   en   células   microbianas   impregnadas   en   la   matriz   de   las   secreciones  
extracelulares  poliméricas  y  se  adhieren  a  las  superficies,  (Betancourth.,  et  al  2004),  las  
cuales   se   producen   por   el   aumento   significativo   de   microorganismos,   y   estos   se   van  
agrupando  en  colonias  con  diferentes  requerimientos  metabólicos,   (American  Society  of  
Microbiology,  2004).  Los  datos  se  reportan  en  la  tabla  2.  
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Tabla  2.    Identificación  macroscópica  de  cepas    aisladas  en  medio  selectivo  para  BFN.    
  
4.5.1   Identificación   Microscópica   de   Poblaciones   Bacterianas  
fijadoras  de  Nitrógeno.  
Las  colonias  de  organismos  fijadores  de  nitrógeno  fueron  identificadas  mediante  técnica  
de  tinción  de  Gram  e   identificación  microscópica,   la  cual  arrojo  resultados  positivos  con  
presencia  de  bacilos  Gram  negativos.  
  
La  identificación  microscópica  se  realizó  a  las  cepas  en  las  cuales  se  evidenció  
crecimiento  significativo    de  colonias  de    organismos  fijadores  (Figuras  7  y  8)  
  
Figura  7.  Tinción  de  Gram                                            Figura  8.    Tinción  de  Gram  5  
Colonias  de  Bacilos  Gram  negativos.                          Colonias  de  Bacilos  Gram  negativos.  
Cepa  3                                                                                                                          Cepa  5  
                                                                                                                                
             
  
En  la  siguiente  tabla  se  presentan  los  resultados  de  los  análisis  microscópicos  realizados  
IDENTIFICACION  
MACROSCOPICA    
CEPA  1   CEPA  2   CEPA  3   CEPA  4   CEPA  5   CEPA  6  




















Color   Blanco  
grisáceo    




Gris   Blanco  
grisáceo  
Exopolímero   60%   50%   30%   80%   30%   20%  
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a   las   cepas   en   donde   se   evidencio   un   crecimiento   significativo   de   bacilos   Gram  
negativos.   Estas   bacterias   Gram   negativas   utilizan   la   ruta   de   Emden-­Meyerhof   la   cual  
consiste   en   metabolizar   alternativamente   la   glucosa   y   se   caracterizan   por   tener   una  
pared   celular   más   compleja   con   una   bicapa   lípida   externa,   espacio   periplasmático,  
aerobios  o  anaerobios  y  poseen  en  altas  concentraciones  (Del  castillo,  2008).  
  
Tabla  3:  Identificación  Microscópica.  Resultados  (++)  positivo  y  (-­)  negativo    




CEPAS  DE  LA  1  A  LA  6  
CON  MEDIO  SELECTIVO  BFN    
  
++   -­   ++  
++   -­   ++  
  
4.5.2  Identificación  Bioquímica    
Teniendo  en  cuenta   las   cepas   identificadas  microscópicamente,   las   cuales  presentaron  
evidencia   significativa   de   exopolímero,   correspondientes   a   las   cepas   1,   2,   3   y   4;;   se  
procede   a   realizar   un   repique   del   aislamiento   (Figura   8)      a   fin   de   purificar   las   cepas   y  
lograr  una  identificación  bioquímica  más  aproximada.  
  
Figura  9.    Tinción  de  Gram:  Cepa  numero  1  









                              
Teniendo  la  bacteria  aislada  se  procede  a  repicar  en  medio  TSI  (Triple  Sugar  Iron)  con  el  
fin  de  tomar  colonias  a  partir  de  este  medio  para  realizar  las  pruebas  bioquímicas.  Según  
la   literatura   encontrada   para   identificación   bioquímica   de   bacterias   Gram   negativas  
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fijadoras   de   nitrógeno,   se   procede   a   seleccionar   las   pruebas   de   indol,   catalasa,  
oxidación-­fermentación,   hidratos   de   carbono   para   glucosa   y   manitol,   debido   a  
disponibilidad   de   reactivo   no   se   realiza   la   prueba   de   oxidasa   y   reducción   del   nitrato.  
(Flores  et  al.,  2012).    
  
Figura  10.    Pruebas  de  identificación  bioquímicas  sin  inocular  









Reconocimiento  mediante  pruebas    bioquímicas  
Las  pruebas  bioquímicas  permiten  determinar  las  características  metabólicas  de  las  
bacterias   objeto   de   identificación.   Algunas   de   estas   pruebas   son   técnicas   rápidas,  
que   permiten   evaluar   la   presencia   de   una   enzima   preformada   y   su   lectura   varía  
entre   unos   segundos   hasta   unas   pocas   horas.   Otras   pruebas   requieren   para   su  
lectura  el  crecimiento  del  microorganismo  con  una  incubación  previa  de  18  a  48h;;  a  
este   grupo   pertenecen   la   mayoría   de   las   pruebas   que   detectan   componentes  
metabólicos  o  aquellas  que  determinan   la  sensibilidad  de  un  microorganismo  a  una  
sustancia  dada   tras  cultivo  en  medios  de   identificación  que  contienen  el   sustrato  a  
metabolizar.  
  
Las  pruebas  de  reconocimiento  bioquímico  permiten  tener  un  acercamiento  más  preciso  
al  organismo  de  interés,  señalando  siempre  la  importancia  del  reconocimiento  molecular  
para  una  mejor  y  más  confiable  aproximación.  
  
Los   resultados   encontrados   en   las   pruebas   realizadas   reportan   la   información  
suministrada  en  la  tabla  4  respecto  al  organismo  bacteriano  aislado.  
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Tabla  4.  Bioquímicas  de  la  bacteria  aislada  
  
     Catalasa   Motilidad   O-­F   Indol   HC   TSI   Citrato   RM  
Literatura   +   V+   O/-­   -­   G+/M+      V   -­  
Cepa   +   -­   NR   -­   G+/M+/+AG   A/A/+G   V   +  
Convenciones:  O-­F:  Oxidación-­Fermentación,  HC:  Hidratos  de  carbono,  TSI:  Agar  Hierro  
Triple  Azúcar  ,  RM:  rojo  de  Metileno  ,  G:  glucosa,  M:  Manitol,  A:  Ácido,  G:  Generación  de  
gas,  NR:  no  se  realiza  
  
Figura  11.  Pruebas  de  identificación  bioquímicas  inoculadas  
A.   Hidratos   de   carbono   glucosa   y   manitol   B.   Oxidación-­Fermentación.   C.   Oxidación-­  
Fermentación    D.  TSI.  
  
  
Los  resultados  arrojan  que  la  bacteria  es  fermentadora  mixta  de  acuerdo  al  resultado  del  
rojo   de   metileno   y   los   resultados   del   medio   de   TSI   que   arroja   que   es   una   bacteria  
Acidofíla  y  productora  de  H2S,  Con  respecto  a  que  la  bacteria  utiliza  hidratos  de  carbono  
como  glucosa,  manitol  y  citrato,  lo  confirman  las  pruebas  de  fermentación  de  los  hidratos  
de   carbono   y   la   prueba   de   citrato.   Indol   confirma   que   la   bacteria   no   posee   la   enzima  
triptofanasa   y   por   último   la   catalasa   y   motilidad   reafirman   por   razones   literarias   la  
presencia  de  bacilos  gramnegativos.  Posteriormente,  se  procede  a  trasladar  la  cepa  a  la  
corporación  privada  CORPOGEN,  para  la  correspondiente  identificación  molecular.  
  
4.5.3  Identificación  Molecular  de  la  cepa  
Mediante  el  análisis  de  muestra  de  bacteria  aislada  y  enviada  a  Corpogen,  son  realizados  
los  siguientes  procedimientos  con  la  aprobación  y  el  aval  de  la  Universidad  ECCI:  
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Aislamiento  y  purificación  del  DNA.  Amplificación  por  PCR  de   la   región  de  1465  pb  del  
gen   ribosomal   16S.      Purificación   de   los   fragmentos   de   PCR   y   secuenciación   con   los  
iniciadores  27F,  518F,  800R,  y  1492R  del  gen  ribosomal  16S.  Limpieza  manual  de  cada  
una   de   las   secuencias   de   los   fragmentos   obtenidos.      Ensamblaje   de   las   secuencias   y  
obtención   de   la   secuencia   problema.      Análisis   taxonómico   de   la   secuencia   problema  
ensamblada,  mediante  la  comparación  contra  las  bases  de  datos  NCBI  (National  Center  
for   Biotechnology   Information),   Greengenes   (Laurence   Berkeley   National   Laboratory)   y  
RDP  (Ribosomal  Database  Project).    Alineamiento  y  generación  de  un  árbol  de  distancias  
utilizando   las   secuencias   con   mayor   similitud   a   la   secuencia   problema.   Clasificación  
taxonómica  de  la  secuencia  consenso.  
Dando  como    resultados  de  la  tipificación  de  la  muestra  la  información  suministrada  en  la  
tabla  5.    
















Teniendo   en   cuenta   las   pruebas   de   identificación   microscópica,   Bioquímica   y   los  
posteriores      resultados   del   análisis   taxonómico   y  molecular      de   la   secuencia   problema  
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ensamblada  de  1356  pb  contra  la  base  de  datos  nr/nt  del  NCBI,  indicando  características  
de   identidad   en   un   97,9%   frente   al   100%   de   su   longitud,   con   secuencias   del   gen  
ribosomal   16S   pertenecientes   a   Brevundimonas   sp.,   Brevundimonas   intermedia,  
Brevundimonas  nasdae  y  Brevundimonas  vesicularis;;    Sin  embargo  debido  a  que  no    fue  
posible   realizar   pruebas   posteriores   más   detalladas   para   comprobar   especificidad   de  
especie   el   aislamiento   es   clasificado   como   Brevundimonas   sp.   La   cual   pertenece   al  
género   de  bacterias   diazotroficas   promotoras   de   crecimiento,   cumpliendo   con  el   objeto  
de  la  etapa  inicial.  
  
De  esta  manera    se  establece  la  puesta  en  marcha  de  las  etapas  2  y  3  de  la  metodología  









5.  Etapa  II.  Bioreactores  tipo  batch-­
bioaumentación  de  Brevundimonas  sp    e  
Inmovilización  celular  en  el    desarrollo  de    
una  formulación  implementada    como  
biofertilizante.  
5.1  Metodología  
El   proceso   se   llevó   a   cabo   bajo   condiciones   de   operación   tipo   batch,   sistema   de  
procesamiento  discontinuo  por  loteo  mediante  el  cual  se  desarrolló  la  bioaumentación  de  
Brevundimonas  sp.      
  
En  esta  etapa    se  pusieron    en  marcha  5  bioreactores  de  pre-­inoculación  de  500  cm3  de  
volumen,  en  agitación  reciproca  constante  con  un  volumen  efectivo  de  250  cm3  de  medio  
liquido   selectivo   para   Brevundimonas   sp,   trabajando   cada   biorreactor   con  
concentraciones   diversas   de      Na2SO4   y   Na2MoO4×   H2O;;   usados   como   sustrato   y  
cofactores   de   la   enzima   nitrogenasa.      el   objetivo   de   esta   etapa   fue   bioaumentar   la  
población   de   Brevundimonas   sp,   deseando   aumentar   la   actividad   enzimática   de   la  
nitrogenasa   (Huang   et   al,.   2000),   una   vez   confirmada   la   cinética   de   crecimiento   del  
microorganismos  mediante  el  uso  de  espectrofotómetro  de  luz  visible  a  una  absorbancia  de  
540  nm  (Molano  2000),  se  procedió  a  seleccionar  el  biorreactor  con  mayor  concentración  
celular   y   mejores   condiciones   de   actividad   enzimática,   estimadas   a   través   de  
modelamiento   de   cinética   de   crecimiento   mediante   el   modelo   de   Monod   (1950)   y   la  
comparación  de  curvas  bayesianas.  Posteriormente  el  escalamiento  del  proceso  se  llevó  a  
cabo  en  un  Biorreactor  de  2   litros  volumen  efectivo  de  1.8   litros,  controlando  condiciones  
de  operacionales  de    pH,  oxígeno  disuelto,  CO2    y  crecimiento  celular.  (Duarte,    1999).  
El   objeto   de   la   bioaumentación   estuvo   asociado   a   obtener   la   población   más   viable   y  
efectiva  bajo  condiciones  variables  de  sustrato  de  tal  manera  que  se  logró  favorecer  las  
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condiciones   de   nicho   del   organismo   y   brindarle   así   las   mejores   condiciones   para   el  
posterior  encapsulamiento.    
  
La  inmovilización  de    Brevundimonas  sp  se  dio  mediante  la    polimerización  con  alginato  
de   sodio   a   través   de   sistema   de   inyección   peri   estática   (Covarrubias   et   al,.      2012),a  
través  de  reacciones  de  polimerización  entre  el  inoculo  bacteriano  y  solución    quelante  de  
cloruro   de   calcio   al   2%   a   fin   de   establecer   la   concentración   ideal   de   solución   de  
polimerización,   la  mejor   condición   de   densidad   de   perla      y      favorables   condiciones   de  
biodegradación  de  la  matriz  de  encapsulamiento.      
  
La  preparación  de  la  matriz  de  alginato  se  llevó  a  cabo  a  partir  de    soluciones  acuosas  al  2.0,  
2.5  y  3.0  %  p/v  de  alginato  de  sodio  suspendiendo  el  polímero  en  agua  destilada  tamponada.  
La  suspensión  se  agito  durante  1  Hora    a  50ºC  y  6  horas    posterior    al  enfriamiento    mediante    
agitación    magnética    a  temperatura  ambiente  (Smidsrod  et  al,.  1990).  
  
El   alginato   altamente   purificado   puede   filtrarse   directamente   a   través   de   un   filtro   de  
membrana   de   0,221   micras,   teniendo   en   cuenta   que   se   seleccionó   alginato   de   sodio  
grado   analítico,   se   procedió   a   hacer   este   tipo   de   filtración,   este   procedimiento   permite    
eliminar   algunos   contaminantes   tales   como   proteínas   y   poli   fenoles,   obteniendo   una  
solución  de  polimerización  de  alta  transparencia.    
  
La   solución   de   polimerización   se   mezcla   con   las   células   suspendidas,   previa  
esterilización  en  cámara  UV  durante  1  hora,  obteniendo  la  solución  de  encapsulamiento,  
la  cual  es  llevada  a  un  sistema  de  inyección  peri  estático  a  fin  de  obtener  las  perlas  del  
diámetro  deseado,  el  diámetro  de  perla  estuvo  sujeto  a   la  variación  de   la  concentración  
de  alginato  y  viscosidad  de  la  solución  de  polimerización.  
Las  perlas  deben  dejarse  endurecer  en  solución  acuosa  de  CaCl2    al  2%  p/v  durante  15-­
30  min,  dependiendo  de  su  diámetro.    
  
El  diagrama  a  continuación  permite  ilustrar  el  procedimiento  de  encapsulamiento  celular  
a  partir  de  soluciones  de  polimerización.  
  
  
Capítulo  5  Etapa   II.  Bioreactores   tipo  batch-­bioaumentación  de  Brevundimonas  
sp      e   Inmovilización   celular   en   el      desarrollo   de      una   formulación  
implementada    como  biofertilizante  
37  
  
Figura  12.  Diagrama  de  encapsulamiento  celular  
  
  
Fuente:  (Smidsrod  et  al,.  1990)  
  
Una   vez   obtenidas   las   perlas   de   encapsulamiento,   se   estableció   parámetros   de  
concentración,   diámetro   y   viscosidad   para   garantizar   la   biodegradación   de   la  misma  al  
momento  de  la  inoculación  en  el  suelo.  
  
5.2  Resultados  
5.2.1  Actividad  enzimática  y  selección  de  inoculo  
Actividad  enzimática  de  la  nitrogenasa  
Existe  un  importante  número  de  organismos  capaces  de  reducir  la  molécula  de  N2.  Entre  
los  más  conocidos  se  encuentran  las  bacterias  que  se  alojan  en  los  nódulos  de  las  raíces  
de   leguminosas      como   microorganismos   del   genero   Rhizobium   sp   y   algunos   otros  
organismos  de  vía  libre,  como  en  este  caso  lo  es  Brevundimonas  sp    
  
La   reducción   realizada   por   estos   microorganismos   es   posible   gracias   a   que   dichos  
organismos  poseen  una  enzima  denominada  nitrogenasa.    
  
La   nitrogenasa   es   una   enzima   oxido   reductasa   que   cataliza   reacciones   de   tipo   óxido-­
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reducción,   específicamente   la   reducción   de   nitrógeno   molecular;;   son   de   especial  
importancia  para  las  plantas  ya  que  efectúan  en  ellas  el  proceso  de  fijación  de  nitrógeno  
convirtiéndolo  en  amoniaco  fácilmente  asimilable  (Lehninger,  1993).  
  
Es  de  resaltar  además  que  las  enzimas  actúan  sobre  sustancias  denominadas  sustratos,  
uniéndose   a   ellos   por   medio   de   interacciones   tipo   Van   der   Waals,   electrostáticas   e  
hidrofóbicas,   o   por   medio   de   enlaces   de   hidrógeno,   enlaces   covalentes   transitorios,  
reacciones  ácido-­base,   reacciones  de  óxido-­reducción  o   reacciones  de   transferencia  de  
grupo.   Forman   complejos   enzima   sustrato   que   dan   como   resultado   productos   de  
importancia  biológica,  así  como  la  enzima  regenerada  (Lovell,  2001).  
  
Los  complejos  enzima-­sustrato  reaccionan  generalmente  a  través  de  procesos  unimoleculares,  
es  decir,  mediante  reacciones  cuya  cinética  es  de  primer  orden.  El  mecanismo  por  el  cual  las  
enzimas  actúan  sobre   los  sustratos  se  conoce  como   ‘hipótesis   llave-­cerradura’,  en   la  cual  el  
sitio  de  unión  sustrato-­enzima  está  constituido  por  una  ‘grieta’  en  la  superficie  de  la  enzima,  de  
forma   complementaria   a   la   superficie   del   sustrato;;   de   igual   manera,   los   aminoácidos   que  
forman   la   enzima,   están   constituidos   de   forma   que   actúen   atractivamente   sobre   el   sustrato  
.(Lovell,   2001).   Este   aspecto   es   fundamental   ya   que   permite   explicar   la   selectividad   de   las  
enzimas  frente  a  sustratos  específicos.    
  
La  parte  más  importante  de  una  enzima  es  el  lugar  donde  se  lleva  a  cabo  la  reacción  con  
el  sustrato,  es  decir  su  sitio  activo,  que  en  algunas  de  ellas  se  denomina  cofactor.  Éste  
puede  estar  constituido  por  iones  metálicos  o  por  moléculas  orgánicas,  en  cuyo  caso  se  
denomina  coenzima.    
  
De  manera  general,   la  nitrogenasa  están   formadas  por  dos  componentes  según  (Chan,  
Jongsun,  1993):  La  proteína  Fe-­M,  donde  el  metal   (M)  puede  ser  molibdeno,  vanadio  o  
hierro.   Es   un   tetrámero   a2b2   constituido   por   30   átomos   de   hierro   y   dos   del   metal  
correspondiente,  distribuidos  en  dos  tipos  de  cúmulos:   los  empaques  cúbicos  o  tipo  ‘‘P’’  
(8Fe,   7S2-­-­)   y   el   cofactor   Fe-­M.La   proteína   sólo   hierro,   sensible   al   oxígeno,   contiene  
únicamente  cúmulos  tipo  4Fe4S,  así  como  dos  sitios  de  enlace  MgATP.  
  
No   se   ha   determinado   con   exactitud   la   forma   en   que   la   nitrogenasa   llevan   a   cabo   el  
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proceso  de  fijación;;  sin  embargo,  uno  de  los  mecanismos  más  recientemente  aceptados  
es  el  (Lowe  et  al,.1996),  derivado  de  estudios  cinéticos  enfocado  en   la  nitrogenasa  Mo-­
Fe,  ya  que  ésta  ha  sido  la  más  estudiada.  Se  cree  que  el  mecanismo  es  aplicable  a  todos  
los  tipos  de  nitrogenasa.  
  
Por  estas  razones  se  determina  que  la  selección  del  medio  de  cultivo  garantizará  en  gran  
medida  una   favorable   activación  de   la   enzima  nitrogenasa  por   lo   cual   se   selecciona  el  
medio   Burk   acorde   a   los   trabajos   realizados   por   (Kleiner   et   al,.   1974),   los   cuales  
establecen   a   este  medio   de   cultivo   como   activador   y  mejorador   en   la   expresión   de   la  
enzimática  de  la  nitrogenasa,  los  medios  de  cultivo  preparados  se  desarrollaron  acorde  a  
metodología   propuesta   y   paralelamente   se   fijan   los   sustratos   de  Na2SO4   y  Na2MoO4   x  
2H2O  a   fin  de     ayudar  a  en  crecimiento   y   concentración  puesto  que  el   sodio   reduce   la  
ferridoxina  expresando  mejor  la  enzima.  
  
Con  el  fin  de  obtener  la  mejor  concentración  de  sustrato  en  relación  con  la  expresión  de  
la  enzima  (Rodríguez  et  al,.  2005)  se  establecieron  cinco  pre-­inóculos  para  cada  sustrato  
a  diferentes  concentraciones,  según  se  reporta  en  la  tabla  6.  
  




Na2SO4  (gr/250ml)   Na2MoO4  x  2H2O  (gr/250ml)  
1   0,025   0,0012  
2   0,0375   0,0018  
3   0,05   0,0025  
4   0,0625   0,0031  
5   0,125   0,0062  
  
Los   datos   correspondientes   fueron   recopilados   en   un   periodo   de   tiempo   de   24   horas  
aproximadamente   donde   fueron   analizaron   parámetros   correspondientes   a   tiempo,  
absorbancia,  velocidad  de  crecimiento,  tiempo  de  duplicación,  constante  de  agitación,  pH  
y  temperatura  acorde  a  estándares  teóricos  para  fermentación  (Banks,  1979)  y  teniendo  
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en  cuenta  modelos  de  cinética  de  crecimiento.  
  
Aplicando   la   Ecuación   de   Monod   se   analizaron   las   variables   de   velocidad,   velocidad  
máxima  y  tiempos  de  duplicación  de  la  bacteria,  así  como  también  se  comparó  el  tiempo  
con  la  absorbancia  leída  la  cual  indica  el  comportamiento  de  crecimiento  de  la  bacteria.    
    
5.2.2  Cinética  de  crecimiento  de  la  bacteria  
Teniendo  en  cuenta  el  número  de  células  es  decir  el  aumento  de  la  masa  microbiana  o  
biomasa,  se  establece  como  modelo  referencial  la  aplicación  de  la  Ecuación  de  Monod  la  
cual   permite   modelar   matemáticamente      el   aumento   de   la   población   de   un   cultivo  
particular   teniendo   en   cuenta   el   crecimiento   catalítico   de   los   microorganismos,   esto  
teniendo  en  cuenta  que  el  modelo  de  Monod    permite  describir  el  crecimiento  bacterial  en  
cultivos  puros,  en  experimentos  por  loteo  y  con  presencia  de  un  sustrato  inicial.    
  
Este  crecimiento  puede  ser  expresado  matemáticamente  según  la  ecuación  (1)  
  




S   Sustrato  (g/L),  va  hacer  el  que  restrinja  el  crecimiento  de  los  microorganismos  
   Tiempo  (minutos)  
   Velocidad  de  aumento  de  la  concentración  celular  por  unidad  de  tiempo    
   Velocidad  máxima  de  multiplicación  que  puede  alcanzar  el  microorganismo,  en  
las  condiciones  que  está  creciendo.  
Ks   Constante   de   utilización   del   sustrato   limitante   y   representa   la   afinidad   de   los  
organismos  por  ese  sustrato.  Si  el  organismo  tiene  gran  afinidad  por  el  sustrato  
limitante,  el  Ks  es  bajo.  
Fuente:  Hernández,  2013  
Es   importante  aclarar  que   la  ecuación  se  aplica  para  describir  crecimiento  con  sustrato  
limitado  y  cuando  el  crecimiento  de   la  biomasa  y   la  población  bacteriana  son  bajos,  es  
decir  cuando  el  crecimiento  neto  de  la  biomasa  depende    exclusivamente  del  sustrato.  
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A  continuación  se  presentan  los  resultados  obtenidos  en  la  fase  de  pre  inoculación  para  
el  pre  inoculo  5  y  sus    concentraciones  seleccionadas,  (tablas  7  y  8).  
Los   datos   correspondientes   a   los   pre   inóculos   1   a   4   se   presentan   como   anexo.   (ver  
Anexo  1)  
  
Tabla  7.    Pre  inoculo  5:  Sustrato  Na2SO4  
  
Sustrato    Na2SO4  0,125  











RPM   pH   T  
(°C)  
21/07/16   15:00   0   0   0,09   0,1   0   150   7,1   30  
21/07/16   16:00   1   0,087   0   0   0,06   150   7,1   30  
21/07/16   17:00   2   0,088   0,01   0,01   0,06   150   7,1   30  
21/07/16   19:00   4   0,11   0   0   0,08   150   7,1   30  
22/07/16   10:00   19   0,111   0,01   0,01   0,08   150   7,1   30  
22/07/16   11:00   20   0,106   0,01   0,01   0,07   150   7,1   30  
22/07/16   12:00   21   0,1   0,02   0,02   0,07   150   7,1   30  
22/07/16   14:00   23   0,101   0,02   0,02   0,07   150   7,1   30  
22/07/16   15:00   24   0,102   0,02   0,02   0,07   150   7,1   30  
22/07/16   16:00   25   0,099   0,02   0,02   0,07   150   7,1   30  
22/07/16   17:00   26   0,098   0,02   0,02   0,07   150   7,1   30  
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Tabla  8.  Pre-­inoculo  5:  Sustrato  Na2MoO4  x  2H2O  
  
Sustrato    Na2MoO4  x  2H2O  0,0062  










RPM   pH   T  
(°C)  
26/07/16   14:00   0   0   0,06   0,01   0   150   7,1   30  
26/07/16   15:00   1   0,056   0,02   0,03   0,04   150   7,1   30  
26/07/16   16:00   2   0,072   0,01   0,04   0,05   150   7,1   30  
26/07/16   17:00   3   0,077   0   0,03   0,05   150   7,1   30  
27/07/16   9:00   19   0,078   0,01   0,02   0,05   150   7,1   30  
27/07/16   10:00   20   0,083   0   0,01   0,06   150   7,1   30  
27/07/16   11:00   21   0,079   0   0,01   0,05   150   7,1   30  
27/07/16   12:00   22   0,08   -­0,01   0,01   0,06   150   7,1   30  
27/07/16   14:00   24   0,069   0,01   0,02   0,05   150   7,1   30  
27/07/16   15:00   25   0,075   0   0,02   0,05   150   7,1   30  
27/07/16   16:00   26   0,078   -­0,01   0,02   0,05   150   7,1   30  
27/07/16   18:00   27   0,065   0   0,01   0,05   150   7,1   30  
  
A  su  vez,    las  gráficas  de  comparación  de  curvas  Bayesianas  permiten  analizar  los  datos  
correspondientes  actividad  cinética  en   relación  a   la  absorbancia  medida  en   tiempos  de  
monitoreo   según   se   referencia   en   las      tablas   9   y   10   representando   así      los  
comportamientos   que   presentaron   crecimiento   exponencial,   se   determinó   que   el   pre  
inóculo  5  de  los  dos  componentes  (Na2SO4  y  Na2MoO4×  H2O),  con    concentraciones  de  
0,125  gr  de  Na2SO4  y  de  0,0062  gr  de  Na2MoO4×  H2O  para  250  ml  de  medio  Burk  líquido  
obtuvieron   los  mejores  valores  de  actividad  cinética  y  crecimiento.  La  grafica  1  permite  
ilustrar   la   comparación   de   datos   de   cinética   de   crecimiento   en   relación      los   sustratos  
seleccionados  y  el  tiempo  de  monitoreo.  
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Grafica  1.  Comparación  de  datos  de  cinética  de  crecimiento  según  funciones  bayesianas  
                                                                                          
La   técnica   de   análisis   bayesiano   para   comparar   modelos   de   curvas   de   crecimiento  
bacteriano,   permite   extraer   la   evidencia   del   modelo   y   los   valores   de   verosimilitud   de  
parámetro,   estableciendo   hipótesis   asociadas   a   hipótesis   de   prueba   donde   pueden  
obtenerse   curvas   de   datos   que   se   replican,   curvas   de   datos   tienen   la   misma   tasa   de  
crecimiento  y  datos  donde  todos  los  parámetros  de  la  curva  de  datos  son  diferentes.  
  
Siendo   estos   datos   en   donde   la   bacteria   creció   de   forma   exponencial   y   teniendo   en  
cuenta  que  ambos  sustratos  brindan  ratas  de  crecimiento  equivalentes  correspondientes  
a  la  expresión  lineal  de  las  tasa  de  crecimiento,  las  cuales  corroboran  crecimiento  similar,  
se  escogen  las  correspondientes  concentraciones    de  ambos  sustratos  para  incluirlas  al  
medio   líquido   de   Burk   en   el   biorreactor,   favoreciendo   el   aporte   de   fuentes   de   sodio   y  
molibdeno  en  la  expresión  enzimática  al  momento  de  la  fermentación.  
  
5.2.3  Escalamiento  del  Bioproceso-­  Operación  Batch  
El   proceso  operativo   se   llevó   a   cabo  en   un   biorreactor   de   acero   inoxidable   de   16´´con  
sistema   de   motorreductor,   agitación   por   hélice   y   sistema   de   control   de   RPM   por   luz  
Infrarroja,    con  sensores  adaptables  GLX  para  monitoreo  de  variables  de  control.  
  
Teniendo   en   cuenta   características   de   diseño   para   sistemas   de   operación   batch  
ilustradas  en  la  figura  10,  donde  se  obtiene  inóculo  de  fermentación  por  loteo,  se  preparó  
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el   sustrato   con   la   concentración   de   los   componentes   escogidos   que   mejor   resultados  
dieron  en   la  evaluación  cinética   tal  como  se  describe  en  el  punto  5.2.2     y  se   inoculó   la  
bacteria   en   el   medio,   posterior   a   la   inoculación   se   ajustó   pH   a   7,   a   una   temperatura  
aproximada   de   30°C,   y   fueron   instalados   los   sensores   para   monitorear   O2   y   CO2.   su  
agitación  se  mantuvo  a  13  RPM  durante  todo  el  proceso  operativo.  
  
Figura  13.  Biorreactor  tipo  Batch  y  sistema  de  monitoreo  GLX  
  
  
Los   parámetros   de   operación   se   basaron   en   condiciones   técnicas   a   partir   del   Diseño  
conceptual  de  un  fermentador  para  la  producción  de  N-­Butanol  según  Rojas  y  Gonzáles,  
2011.  Mediante  las  cuales  se  establecen  las  siguientes  condiciones  operacionales  para  el  
biorreactor.  
  
Tabla  9.  Condiciones  de  operación  para  el  biorreactor.  
  
CONDICIONES  DE  OPERABILIDAD  
Temperatura  máxima   160°C  
Presión  máxima   3  BAR  
Temperatura  esterilización   130°C  
Presión  esterilización   1  BAR  
Velocidad  de  agitación   4  –  540  RPM  
                                Fuente:  Rojas  y  Gonzáles,  2011    
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El  proceso  operativo  se   llevó  a  cabo  durante  3  días  posterior  a   la  carga  del  biorreactor,  
haciendo  seguimiento  por  monitoreo  a  variables  control  de  pH,  temperatura,  O2  y  CO2  en  
los  cuales  fueron  registrados  en  la  base  de  datos  del  sistema  de  monitoreo  GLX-­PASCO-­  
Xplorer  GLX  -­  PS-­2002  cada  24  horas  durante  los  días  de  operación,  de  manera  tal  que  
el  proceso  permitiese  evaluar  las  etapas  de  adaptación  y  crecimiento  de  microrganismo.    
  
5.2.4  Monitoreo  a  variables  control  
Según  lo  reportado  por  (Granadillo  et  al,.  2014)la  temperatura  registrada  durante  la  fase  
operativa   en   procesos   fermentativos   controlados   estuvo   dentro   de   los   rangos   de  
normalidad,  estimada  entre    29,3°C  a  33,6°C,  esta  temperatura  permanece  dentro  del  rango  
en  que   la  bacteria  crece  en  un  estado  óptimo,  el  pH  se  registró  en   la   fase  de   inicio  en  un  
rango  de    6,97  y    en  la  fase  de  finalización  en  un  rango  7,14,  estableciendo  condiciones  de  
pH  adecuadas  para  el  desarrollo  metabólico  del  organismo  (Segers  et  al.,  1994).  
  
Cabe  señalar  que    el  oxígeno  también  se  ve  afectado  por  el  metabolismo  de  la  bacteria  
reduciéndolo  de  18,9%  a  3,6%  según  lo  reportado  en  la  determinación  de  porcentaje  de  
saturación  de  oxígeno  para  el  sistema  (ver  grafica  2),   lo  cual  permite  no  solo  evaluar  el  
proceso  metabólico  de  la  bacteria  sino  además  ratificar  la  disminución  de  concentración  
de   oxigeno   frente   a   la   activación   enzimática   puesto   que   la   nitrogenasa   se   inhibe   en  
presencia   de   oxígeno  por   lo   que   todos   los   microorganismos   con   este   complejo  
enzimático  han  desarrollado  estructuras  para  proteger  la  nitrogenasa  como    heterocistes,  
exopolisacáridos,   de   manera   tal   que   consuman      el   oxígeno   presente   favoreciendo   la  
actividad  de  la  enzima  y  aumentando  su  potencial  de  activación.  
  
Debido   a   la   activad  metabólica   de   la   bacteria   en   el   proceso   fermentativo   el   dióxido   de  
carbono  se  aumenta  considerablemente  de  533  ppm  hasta  llegar  a  un  punto  máximo    de  
27782   ppm   ,   y   descender   a   817   ppm,   esto   se   debe   a   que   la   bacteria   en   su   fase  
exponencial   demuestra   el   aumento   de   CO2   (ver   grafica   3)   y   disminución   de   O2   por  
eliminación  metabólica  del  O2  para  reducir  su  concentración  a  niveles  aceptables  cerca  del  
complejo   enzimático.   Finalmente   se   llega   al   punto   en   que   su   enzima   está   saturada   y   se  
mantiene   en   fase   estacionaria   disminuyendo   la   generación   de   CO2   y   manteniéndose  
constante.  
46   Optimización  de  un  inoculante  promotor  de  crecimiento  vegetal  y  su  potencialización    
  por  lecho  inmovilizado  en  matriz  polimérica.  Aplicación  en  suelos  inceptisoles    
cultivados  con  Pisum  sativum  L.    
  
  Grafica  2.  Comportamiento    de  la  concentración  de  OD  durante  el  proceso  fermentativo.  
  
  
Grafica  3.  Comportamiento  de  la  concentración  de  CO2    
  
  
Junto  con  el  monitoreo  de   los  parámetros   físicos   también  se   realizó  un  seguimiento  de  
crecimiento   de   la   bacteria   por  medio   de   conteo   en   placa      según   técnica   de   extensión  
superficial  en  placa  la  cual  tiene  un  rango  de  sensibilidad  de  25  a  250  colonias  (Camacho  
et  al,  2009).  El  proceso  fermentativo  inicio  con  una  población  viable  de  10  x  106  UFC  de  
la   bacteria.   Transcurrido   los   3   días   de   monitoreo   se   realizó   conteos   por   extensión  
superficial  en  placa  por  día.  
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En   la   tabla   10   se   describe   los   resultados   obtenidos   de   los   tres   días   evidenciando   el  
crecimiento   de   la   bacteria,   corroborando   los   datos   físicos   obtenidos   en   el   monitoreo.  
Estimando   un   crecimiento      en   el   proceso   de      fermentación   y   resultado   al   final   de  
operación   de      34   x   106   UFC,   cantidad   de   biomasa   que   representa   la   bacteria   con   la  
enzima  producida.    
  
Tabla  10:  Resultados  de  conteo  por  placa    del  monitoreo  en  biorreactor.  
  
Días   Factor  de  
dilución  
Resultado  
-­4   -­6   UFC/ml  
Día  1   206   2   10  x  106  
166   1  
Día  2   83   2   11  x  106  
138   1  
Día  3   397   5   34  x  106  
282   5  
  
Es   importante   aclarar   que   para   fines   del      proceso   fermentativo   en   relación   a   bacterias  
promotoras   de   crecimiento   y   en   el   caso   particular   Brevundimonas   sp,   la   disminución  
considerable  de  O2,  brinda  características  muy  favorables  en  la  obtención  del  inoculo,  no  
solo   al   favorecer   la   actividad   enzimática   sino   al   obtener   una   potencialización   de   la  
bacteria   brindándole   características   de   protección   al   producir      una   sustancia   conocida  
como  alginato  cuya  síntesis  es  afectada  por  la  tensión  de  O2,  especialmente  en  un  medio  
libre   de   nitrógeno   como   en   este   caso   lo   es   el   medio   Burk   y   limitado   en   fosfatos.   El  
alginato   es   una   capa   de   polisacárido   que   protege   a   la   célula   de   desecación   y   estrés  
mecánico.  El   aumento   en   la   tensión   de  O2   conduce   a   la   formación   de   alginato   de   alto  
peso  molecular  y  contenido  de  ácido  L-­gulurónido  (Urzua  et  al,.2001)  La  composición  de  
la   cápsula   de   alginato   varía   de   manera   significativa   bajo   condiciones   de   fijación   de  
nitrógeno,   resultando   más   compacta   y   gruesa,   formando   una   barrera   efectiva   para   la  
transferencia   de   O2   a   la   célula.   Con   base   en   estos   datos,   se   propone   que   el  
encapsulamiento  con    alginato  desempeña  un  papel  preponderante  en  la  protección  de  la  
nitrogenasa  en  cultivos  controlados  de  Brevundimonas  sp.  
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5.2.5  Inmovilización  Celular  en  Matriz  Polimérica  
Teniendo   en   cuenta   la   eficacia   de   mecanismos   de   transporte   con   características  
biodegradables   y   alta   afinidad   celular      como  en  este   caso   resulta   el   alginato   de   sodio,  
según   reportes   de   trabajos   anteriores   en   procesos   de   encapsulamiento   de  
microorganismos  (Bashan.,  et  al  2013)  se  llevaron  a  cabo  los  procedimientos  asociados  a  
la  inmovilización  celular,  implementando  como  matriz  de  polimerización  alginato  de  sodio  
grado  analítico  como  sal  sódica  de  ácido  algínico  de  algas  pardas  
  
Efectividad  del  alginato  en  la  inmovilización  celular    
  
La   polimerización   de   Brevundimonas   sp      se      llevó   a   cabo      mediante   técnicas   de  
encapsulamiento  de  microorganismos  con  alginato  de  sodio   (Covarrubias  et  al,.2012)  y  
características      fisicoquímicas  de   la  matriz  de  encapsulamiento   teniendo  en  cuenta  que  
los   rangos   de   viscosidad   varían   considerablemente   en   el   resultado   final   de   la  
polimerización,  se  estableció  como  rango  de  viscosidad  bajo  (  4-­12  cP,  1%  en  H  2  O  (25  °  
C))   la   cuales   fueron  probadas  en   relación  a  establecer   condiciones  de  concentración  y  
densidad  de  perla  en  una  solución  de  cloruro  de  calcio  al  2%  a  fin  de  lograr  el  diámetro  
adecuado  de  micro  esferas  de  encapsulamiento.  
  
Figura  14.  Técnica  de  Encapsulamiento-­  Inóculo  de  Brevundimonas  sp  
  
La  tabla  11  resume  las  concentraciones  y  características  del  alginato  de  sodio  validadas  
para  el  proceso  de   inmovilización,   teniendo  en  cuenta   lograr  el  mejor  diámetro  de  perla  
para  el  proceso  de  encapsulamiento.  Dentro  de  las  características  del  alginato  de  sodio  
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como   agente   de      transporte,   cabe   señalar   que   al   ser   un   ácido   poliurónico,   coloidal,  
hidrófilo,  de  cadena  lineal  compuesto  de  residuos  de  ácido  glucurónico  y  manurónico.  
  
Tabla  11.  Concentraciones  y  características  de  Matriz  polimérica  implementada.  
Concentraciones  y  características  de  Alginato  de  sodio  
para  Inmovilización  
Tipo  Alginato   Características  generales  
71238   SIGMA  
Sal   de   sodio   de   ácido  
algínico   de   algas  
marrones-­  Sinonimo:    
(Alginato  de  Sodio)  
línea  de  producto       BioReagent  
Ign.  residuo       ≤  30%  
pérdida       ≤15%   de   pérdida   en   el  
secado  
pH       6,0   -­   8,0   (10   mg   /   ml   en  
H2O)  
Viscosidad   Baja-­   4-­12   cP,   1   %   in  
H2O(25  °C)  
  
El   compuesto   descrito   permite   la   inmovilización   de      células     o   enzima;;  mediante   la  
formación   de   una   matriz   de   alginato   por   ser      una   molécula   estructural   de   ácido  
poliurónico  coloidal  capaz  de  gelificación,  comúnmente  es  utilizado  en  la  preparación  de  
estructuras  biodegradables  coloidales  tales  como  geles,  biofilms,  perlas,  nanopartículas  y  
microcápsulas   adecuadas   para   aplicaciones   que   van   desde   tecnologías   de   separación  
basadas  en  gel  hasta  administración  de  fármacos  y  conservación  celular.  
  
Alginato  de  sodio  como  polímero  de   recubrimiento,   fue  obtenido  mediante   reacción  directa  
de   la   sal   sódica   de   ácido   alginico   derivado   de   algas   pardas   que   al   reaccionar   con   una  
solución  estándar  de  CaCl2  al  2%  forma  el    complejo  quelante  causante  de  la  polimerización,  
los  alginatos  son  derivados  de  polímeros  binarios  que  poseen  propiedades  funcionales  como  
matriz   de   inmovilización   en   el   momento   en   el   pueden   asociarse   por   sustitución   a   iones  
metálicos  divalentes  (Skjfik-­Brmk  et  al,.  1996),    en  este  caso  el  Ca2+  derivado  de  la  solución  
de  cloruro  de  calcio  dando  como  resultado  la  formación  del  gel  de  recubrimiento.  La  figura  12  
permite   ilustrar   el   proceso  de  polimerización  entre   el   ion  bivalente   en  este   caso   catión  de  
calcio  (circulo  grande)  y  el  ácido  alginico.  
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Figura  15.  Diagrama  de  acoplamiento-­  Modelo  “Egg-­Box”  para  formación  de  gel  de  alginato.  
  
El  tamaño  y  la  esfericidad  de  la  perla  de  encapsulamiento    dependen  principalmente  de  
la   viscosidad      y   la   densidad   de   la   solución   de   alginato   de   sodio,      y   a   su   vez      del  
acoplamiento  con  una  concentración  estándar  de  CaCl2.     Calculados  estos   factores   fue  
posible  mediante  la  aplicación  de  un  dispositivo  simple  de  inyección  peri  estática  regular  
el   tamaño   de   las   perlas   controlado      mediante   una   corriente   de   aire   coaxial.   Para   una  
solución  dada  de  alginato  (concentración,  tipo  y  viscosidad  estandarizada)  el  tamaño  de  
las  perlas  depende  únicamente  del  flujo  de  aire  (  Martisen  et  al,.  1999).  
  
A   continuación,   se   presentan   en   la   tabla   12   los   resultados   obtenidos   en   el   proceso  de  
estandarización  y  ajuste  de  concentraciones  de  la  solución  de  polimerización  y  posterior  
obtención  de  perlas  de  inmovilización.  
  
Tabla  12.  Parámetros  de  estandarización  de  la  solución  de  polimerización  














3.5mm   0,42gr/ml  
3%  p/v  
Dilución  1:1  
4.61mm**   0,92gr/ml  
*   A   esta   concentración   no   fue   posible   obtener   un   diámetro   de   perla   definido-­   perlas  
irregulares  y  de  muy  baja  densidad.  
**  Perlas  de  baja  uniformidad,  con  alta  densidad.  
  
En  el  presente  estudio  la  aplicación  de  alginato  de  sodio  como  matriz  de  polimerización  
permite     conjugarse  satisfactoriamente  con  el   inoculo  bacteriano  mediante   la  adición  de  
un  agente  quelante,  en  este  caso  CaCl2  haciendo  posible  la  recuperación  de  colonias  en  
desarrollo   sin   afectar   su   crecimiento   continuo   y   favorecer   a   su   vez   las   condiciones   de  
Capítulo  5  Etapa   II.  Bioreactores   tipo  batch-­bioaumentación  de  Brevundimonas  
sp      e   Inmovilización   celular   en   el      desarrollo   de      una   formulación  
implementada    como  biofertilizante  
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protección   a   la   inhibición   de   la   nitrogenasa   así   como   condiciones   de      transporte   y  
biodegradación  del  inoculante  en  el  suelo  
  
Figura   16.   Diagrama   ilustrativo   de   Alginato   como   mecanismo   de   protección   a   la  
inhibición  de  la  nitrogenasa.  Fuente:  Urzúa  2001  
  
Es   importante  aclarar  que  el  grado  de  viscosidad  garantiza     la  consistencia  adecuada  y  
un  mejor   resultado  en   la  degradación  de   la  perla  al  momento  de   incorporarse  al   suelo,  
por   lo  cual  se  opta  por  utilizar  el  alginato  de  sodio  de  baja  viscosidad  para  garantizar  el  
objeto  de  la  inmovilización.  
  
Teniendo   en   cuenta   los   aspectos   anteriormente   señalados   se   decide   que   la   mejor  
concentración   para   lograr   un   diámetro   de   perla   y   densidad   optima   es   de   2.5%p/v   a  
viscosidad  de  4-­12cP.  Según  se  reporta  en  la  figura  17.  
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Según  trabajos  descritos  para  encapsulamiento  microbiano  (Da  Silva  MF  et  al,.  2012)  el  
diámetro  de  perla  para   ser   considerada  una  micro  esfera  de  encapsulamiento  no  debe  
sobrepasar   los   4mm   puesto   que   el   grosor   de   perla   estará   asociado   directamente   al  
velocidad   de   biodegradación   de   la   matriz   de   encapsulamiento,   estimando   mejores  
resultados  con  micro  esferas  en  proceso  de  fertilización  de  rápida  liberación    en  relación  
con  los  fertilizantes  de  liberación  lenta  que  pueden  ser  más  efectivos  en  la  obtención  de  
macro   esferas   estimadas   en   diámetros   de   5   a   a10   mm.   Teniendo   en   cuenta   que   el  
inoculo  bacteriano  a   implementar   requiere  de  un  proceso  de   liberación   rápido  debido  a  
las  características  endófitas  y  de  fijación  de  nitrógeno  de  Brevundimonas  sp,  de  manera  
tal  que  logre  actuar  en  consorcio    con    Rhizobium  sp  en    la  etapa  de  nodulación  estimada  
para  Pisum  sativum  L,  cultivo  en  el  cual  se   realiza   la   inoculación  de  Brevundimonas  sp  
favoreciendo  así  el  promoción  de  crecimiento.  Por  esta  razón  se  establece  diámetro  de  
micro   esfera   para   el   encapsulamiento   de   manera   tal   que   se   logre   un   proceso   de  
biodegradación  rápido  al  momento  de  incorporarse  al  suelo.  
  
Previo   a   la   inoculación   y   para   garantizar   la   viabilidad   y   conservación   del   inoculante  
polimerizado  se  realizó  conservación  criogénica  a  4ºC  en  solución  quelante  de  CaCl2  al  




6.  Etapa  III.  Aplicación  de  diseño  experimental  
en  suelos    cultivados  con  Pisum  sativum  L.  
Para  la  determinación  del  rendimiento  y  
eficiencia  de  la  polimerización  frente  a  
fertilización  convencional  
6.1  Metodología  
En   esta   etapa   una   vez   obtenido   el   inoculante   de   Brevundimonas   sp   mediante  
inmovilización   con  perlas   de  alginato   de   sodio,   se  procedió   a   realizar   la   adecuación  
de   terreno,   acondicionamiento   de   suelo      y   posterior   inoculación      del   biofertilizante  
desarrollado  en   cultivo   de   leguminosas,   específicamente  Pisum  sativum   L.  Variedad  
Santa   Isabel,   realizando   seguimiento   control   de   crecimiento   en   biomasa   aérea  
mediante   parámetros   de   longitud   de   tallo,      floración,   numero   de   vainas,   numero   de  
grano   y   peso   de   grano   así   como   valoración   del   sistema   radical   de   las   plántulas  
mediante   tamaño   y   actividad   de   nódulos   valoradas   mediante         el   tratamiento   de  
microorganismos   inmovilizados   a   diferente   concentración   porcentual   en      ensayo  
combinado  con  fertilización  química  convencional.    
  
El  ensayo  de  aplicación  en  campo  se  desarrolló  durante  el  periodo  de  Enero  a  Junio  de  
2017,  en   la   finca  Laureles  a  23  km  del  casco  urbano  en   la  vereda  Carrasquilla  entre  el  
municipio  de  Tenjo  y  Madrid  (Cundinamarca)  a  8  km  de  Tenjo  vía  la  Punta.  
  
6.2  Diseño  Experimental    
La   aplicación   en   campo   se   llevó   a   cabo  mediante   un   diseño   experimental   tipo      FSCA  
(Diseño  factorial  simple  en  bloques  completos    a  alzar)  con  cuatro  tratamientos  basados  
en   fertilización   combinada   (biológica   y   química)   y   control,   valorando   50   plántulas   por  
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unidad  experimental  para  un  total  de  800  plántulas  divididas  en  cuatro  parcelas,  en  una  
extensión  aproximada    de  3200m2  
  
Figura  18:  Esquema  del  Diseño  experimental  desarrollado  y  unidades  experimentales  
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                      Surcos  con  tratamiento    
                            Surcos  sin  Tratamiento  
Convenciones:  
Tratamiento     Composición  Porcentual  
Q/B  (Químico/Biológico)  
1   Q=  100/B=0  
2   Q=30/B=70  
3   Q=50/B=50  
4   Q=70/B=30  
  
  6.3  Adecuación    y  manejo  del  suelo  
  La   adecuación   del   suelo   consintió   en   acondicionamiento   de   terreno  mediante   procesos   de  
mecanización      a   40   cm   de   profundidad      y   adecuación   de   zanjas   de   drenaje   de   20   cm  
aproximadamente  alrededor  de  cada  surco,   fueron   incorporados   los   residuos  de   la  cosecha  
anterior  mediante  arado  superficial.  No  se  realizaron  procedimientos  de  enmienda  teniendo  en  
cuenta  que  las  condiciones  encontradas  en  el  análisis  de  suelos  realizado  fueron  aptas  para  el  
manejo   de   cultivo.   Estos   procedimientos   fueron   llevados   a   cabo   en   la   semana   1   para  
implantación  de  semillas  de  Pisum  sativum  L.  Variedad  Santa  Isabel  mediante  producción  bajo  
tutorado  de  vaina  verde,  el  requerimiento  hídrico  del  cultivo  de    250  a  380  milímetros  de  agua  
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distribuidos  durante  el  ciclo  del  cultivo  se  suplió  mediante  un  sistema  de  riego  por  aspersión  ,  
con  mayor  demanda  durante  la  etapa  de  crecimiento  y  floración.  
  
Se   realizó   siembra   directa   en   surcos   de   l.50   cm   aproximadamente   por   tratamiento   y  
distancia   entre   pares   de   surco   de   85   cm   para   un   total   de   14,4   kg   de   semilla  
aproximadamente  para  el  área  de  cultivo,  otros  datos  se  presentan  en  la  tabla  13.    
  
Figura  19.  Adecuación  del  área  cultivable  y  distribución  de  tratamientos  
Tabla  13.  Ciclo  de  cultivo  y  siembra  
  
Ciclo  de  cultivo  Pisum  sativum  L.     115-­120  días  para  verde,  135  días  para  seco  
Siembra   Enero  a  Junio  de  2017  
En  surco  70kg/ha    de  semilla  aprox.  
Distancia  entre  Plantas   20-­25cm  aprox.  
No  de  semilla/sitio   3  
  
6.4  Fertilización  y  Manejo  fitosanitario  
La   fertilización   llevada   a   cabo   para   el   cultivo   de   Pisum   sativum   L.   Se   basó   en   los  
estándares  de  fertilización  y  manejo  establecidos  para  el  cultivar*,  acorde  al  suministro  de  
nutrientes   requeridos  por   la  planta;;  así   como  control   y  manejo  de  plagas  para  su  buen  
desarrollo,  sanidad  y  producción.    
                                                                                                 
  
*  Plan  de  manejo  y  fertilización  suministrado  por  el  productor.  No  se  realizaron  modificaciones  ni  
sugerencias  frente  a  la  fertilización  química.  
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El  plan  de  fertilización  química  se  basó  en  incorporación  de  nutrientes  N,  P,  K;;  exigente  
en  nitrógeno,  siguiéndole  en   importancia  cuantitativa  el  potasio,   luego  el  magnesio  y  en  
menor   medida   fósforo   y   azufre.   En   Tabla      15      se   ilustra   el   plan   de   fertilización  
implementado   en   el   cultivo   de   prueba,   el   cual   consistió   en   fertilización   de   elementos  
mayores   fundamentalmente   en   relación   fertilizantes   compuestos   tipo   NPK,  
específicamente  SOLUPLANT  INICIO  por  su  fórmula  10-­40-­10  este  fertilizante    contiene  
un   nivel   4   veces   mayor   de   fósforo   que   de   Nitrógeno   y   Potasio,   lo   que   favorece   el  
crecimiento   de   las   raíces,   fortaleciendo   la   planta   desde   la   base   especialmente   en   los  
primeros   estados   de   siembra.   Por   sus   características   fisicoquímicas      presenta   alta  
solubilidad,  lo  que  favorece  su  incorporación  al  suelo.    
  
Posteriormente  durante  el  ciclo  de  cultivo  se  incorporó  la  formulación  CRECER  500  como  
fertilizante   foliar   NPK   más   secundarios   y   menores   en   relación   42-­3-­3   según  
características  de  dosificación.  
  




Fuente:  Ficha  técnica  Soluplant  Inicio.  Impulsemillas.  
  
  
Capítulo  6.  Etapa  III.  Aplicación    de  diseño  Experimental  en  suelos  cultivados  
con  Pisum  sativum  L.  Para  la  determinación  del  rendimiento  y  eficiencia  de  la  
polimerización  frente  a  fertilización  convencional.  
57  
  



















Fuente:  Ficha  técnica  Crecer  500.  Microfertisa  
    
En  relación  al  manejo  de  malezas,  se   incorporó  Afalon  50wp  como  herbicida  pre  y  post  
emergencia     en  dosificaciones  de  2.5  kg   /ha  una  semana  antes  de      la  siembra  a   fin  de  
controlar    y  reducir  su  proliferación  durante  el  ciclo  de  cultivo,    y  afectar  el  rendimiento  de  
cosecha    y  la  calidad  del  producto.  El  control  de  maleza  se  realizó  por  vía  manual  durante  
tres  periodos  posteriores  a  la  siembra.  
  
Para  el  manejo  de  enfermedades  comunes  al  cultivar  específicamente  Mildeo  Velloso  se  
incorporó  Vitavax  como  fungicida  sistémico  y  protector  de  semilla  a  la  siembra  con  el  fin  
de  promover  mecanismos  de  protección  durante  la  etapa  de  germinación.  Posterior  a  la  
siembra  fue  implementado  Trivia  como  fungicida  preventivo.  
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Tabla  14:  Componente  del   plan  de   fertilización   y  manejo  de   cultivo.  Cultivo  de  Prueba  
Arveja  Santa  Isabel  
Descripción     Tipo     Dosificación   Momento   de  
aplicación  
Fertilización   NPK,  




SOLUPLANT   INICIO  
10-­40-­10    
  
Kg/m3   de   Agua  
para  fertirriego.  
  
A  la  Siembra  
  




Durante   ciclo   de  
cultivo  
Manejo  Fitosanitario   Fungicida  Sistémico  
VITAVAX  300  
150-­200   g/100Kg  
semilla  




1.2-­1.8Kg/ha   Durante   ciclo   de  
cultivo  
Herbicida   selectivo  
sistémico  
AFALON  50WP  
1.5  -­2.0  Kg/ha   Antes   de   la  
siembra  
  
En   el   caso   de   la   arveja   y   según   DANE   2014,   para   lograr   una   producción   de   4   a   5  
toneladas  de  vainas  verdes  por  hectárea,  el   cultivo  extrae  del   suelo  125  kilogramos  de  
nitrógeno  (N),  30  kilogramos  de   fósforo  (P)  y  75  kilogramos  de  potasio  (K),   llegando  en  
algunos  casos  a  extraer,   respectivamente,  125,  50  y  85  kilogramos  de  estos  elementos  
nutritivos   y   requiriendo,   adicionalmente,   de   65   a   100   kilogramos   de   calcio   (Ca)   y   13  
kilogramos   de  magnesio   (Mg)   por   hectárea,   de   esta  manera   se   propone   incorporar   un  
plan   de   fertilización   combinada,   (fertilización   química   y   biológica)   a   fin   de   garantizar  
rendimiento  productivo  en  el  cultivar  y  a  su  vez  disminuir  costos  de  producción  al  requerir  
menos  concentración  de  fertilizante  de  síntesis.      
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  6.5   Inoculación   de   Brevundimonas   sp   por   lecho  
inmovilizado.  
Posterior   a   la   obtención  del   inoculo   polimerizado  descrito   en   la   etapa   II   de   la   presente  
investigación  se  procedió  a   llevar  a  cabo  el  protocolo  de   inoculación  de  Brevundimonas  
sp,   basados   en   planes   de   fertilización   biológica   para   leguminosas   suministrados   por   la  
empresa  TOTAL  BIOTECNOLOGIA®,  la  cual  suministro  información  de  base  en  relación  
a  dosificación  de  inoculante,  tiempo  de  aplicación  y  momento  de  aplicación.  
  
En   ese   orden   de   ideas   el   plan   de   fertilización   llevado   a   cabo   consistió   en   fertilización  
combinada,  tomando  como  estándar  de  dosificación  de  inoculante  de  Brevundimonas  sp  
polimerizado   2   l/ha,   dosificación   que   fue   ajustada   a   la   distribución   porcentual   de   cada  
tratamiento  según  se  establece  en  la  tabla  15.  
  
Tabla  15:  Relación  de  dosificación  de  inoculante  por  tratamiento  
Tratamiento   Dosificación  de  Inoculante  
Brevundimonas  sp  
T1   0  
T2   1.4  l/ha  
T3   1  l/ha  
T4   0.6  l/ha  
  
El  plan  de   fertilización  Biológica  a  partir  del   inoculante  consistió  en  aplicación  de  perlas  
alginato   polimerizadas   con   Brevundimonas   sp   con   biomasa   celular   viable   de   34x106  
UFC,   es   importante   señalar   que   la   concentración   celular   de   Brevundimonas   sp   se  
mantiene  constante  durante  el  proceso  de  polimerización  razón  por  la  cual  se  garantiza  la  
concentración   celular   hasta   el   momento   de   liberación   del   inoculo   al   suelo.   El   plan   de  
fertilización  se  fija  en  tres  aplicaciones:  a  la  siembra,  a  los  30  días  posterior  a  la  etapa  de  
modulación  y  a  los  90  días.  
  
Los  cálculos  de  ajuste  de  dosificación  por  planta  se  presentan  en  la  tabla  16,  basados  en  
dosificación   de   inoculante   liquido   2   l/ha   para   leguminosas   según   protocolo   de  
biofertilización  TOTAL  BIOTECNOLOGIA®  .  
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Tabla  16:  Ajuste  de  dosificación  de  inoculante  polimerizado  por  tratamiento.  
Calculo  dosificación  /planta  
W  perla   0.5263g  
W100  ml  perla   78.66g  
W  perlas/lt   786.8g/l  
W  perlas  /planta  T1   NA  
Wperlas  /  planta  T2   5.50g  aprox.  
Wperlas  /  planta  T3   3.93g  aprox.  
Wperlas  /planta  T4   2.33g  aprox.  
  
Figura  23.  Inoculación  de  Perlas  de  alginato  polimerizadas  con  Brevundimonas  sp  
  
La  verificación  de  biodegradación  del  inoculante  posterior  a  su  aplicación  en  cada  
tratamiento  se  llevó  a  cabo  a  los  10  días  de  siembra,  confirmado  la  degradación  total  de  
perlas  de  alginato  en  todos  los  tratamientos.  
  
Figura  24.  Degradación  de  perlas  de  Inoculante  
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6.6  Resultados  y  discusión  
6.6.1  Resultados  respecto  a  Crecimiento  vegetal  
Los   datos   correspondientes   a   la   fase   de   campo   en   relación   a   crecimiento   vegetal      se  
analizaron  mediante   análisis   estadístico   de  medidas   repetidas   a   los   30,   60      y   90   días  
estableciendo  pruebas  de  cumplimiento  de  supuestos  y  normalidad  para  las  variables  de  
altura  planta,  numero  de  hojas  y  longitud  de  raíz,  mediante  la  prueba  de  Shapiro  –  Wilk,  
análisis  alternos  de  varianza  de  Kruskal  Wallis  y  análisis  de  varianza  (ANOVA)  para      la  
variable  de  longitud  de  raíz.    
  
Los  datos  poblacionales  de  los  tratamientos    para  las  variables  de  altura  planta  y  numero  
de   hojas   para   los   tratamientos   no      se   distribuyen   de   forma      normal   por   lo   cual      se  
establece   como   criterio   de   análisis   pruebas   no   paramétricas      de   Kruskal   Wallis   para  
estimar  la  hipótesis  de  diferencias  de  medianas  entre  tratamientos.  
  
6.2.2  Altura  planta  a  los  30  días  
A  los  30,  60  y  90  días  después  de  la  siembra  se  determinó  la  altura  de    planta  a  un  total  
de  20  plántulas  tomadas  a  azar  por  tratamiento.  
  
En   la   tabla  17  se  presentan   los  resultados  de   las  pruebas  de  normalidad    a   los  30  días  
con   significancia   de   5%   y   nivel   de   confiabilidad   del   95%   para   cada   tratamiento,  
estimando  que  los  datos  presentan  diferencias  significativas  entre  los  tratamientos.  
  
Tabla  17:  Pruebas  de  normalidad  para  Altura  planta  a  los  30  días.    
Pruebas  de  normalidad  
TRATAMIENTO   Kolmogorov-­Smirnova   Shapiro-­Wilk  







TRATAMIENTO  1   0,172   40   0,004   0,885   40   0,001  
TRATAMIENTO  2   0,178   40   0,003   0,863   40   0,000  
TRATAMIENTO  3   0,177   40   0,003   0,936   40   0,026  
TRATAMIENTO  4   0,169   40   0,006   0,874   40   0,000  
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Acorde  a  los  descriptivos  de  la  prueba  de  Shapiro  –wilk  donde  los  tratamientos  presentan  
valores  de  significancia  inferiores  a  0,05  se  concluye  que  para  la  variable  altura  planta  los  
datos  no  se  distribuyen  de  forma  normal  por  lo  cual  se  establece  análisis  para  pruebas  no  
paramétricas      de   Kruskall   wallis   como   alternativa   al   análisis   de   varianza,   pudiendo  
observar  diferencias  significativas  en  el  tratamiento  T3  respecto  a  los  demás  tratamientos  
según   se   representa   en   la   gráfica   4.   Los   tratamientos   comas   más   homogenidad   de  
crecimiento  a  los  30  días    fueron  los  tratamientos  T2  y  T4  pero  inferiores  en  crecimiento  
en   relación   con   el   control,   es   decir   T1.   Inicialmente      no   se   estima   la   eficiencia   de   la  
inoculación  al  tener  en  cuenta  que  dos  de  los  tres  tratamiento  combinados  presentan  un  
índice  de  crecimiento  menor  a  la  fertilización  química.    
  
Grafica  4.  Diagrama  de  Box-­plot  para  la  variable  de  Altura  planta  30  días  
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Tabla  18:  Estadísticos  de  prueba  según  análisis  de  Kruskal  –Wallis  para  altura  planta  a  
los  30  días.  Descriptivos  se  presentan  como  Anexo  2  
  
Rangos  
TRATAMIENTO   N   Rango  promedio  
altura  de  la  
planta  a  los  30  
días  
TRATAMIENTO  1   40   86,29  
TRATAMIENTO  2   40   54,78  
TRATAMIENTO  3   40   119,50  
TRATAMIENTO  4   40   61,44  
Total   160       
  
Estadísticos  de  pruebaa,b  
     altura  de  la  planta  a  
los  30  días  
Chi-­cuadrado   48,617  
gl   3  
Sig.  asintótica   0,000  
a.  Prueba  de  Kruskal  Wallis  
b.  Variable  de  agrupación:  TRATAMIENTO  
  
Teniendo   en   cuenta   que   al   inicio   de   la   inoculación   los      microorganismos      inician   un  
proceso   de   interacción   con   la   biota   del   suelo   y   la      rizosfera,   así   como   con   patógenos  
edáficos    por  ocupación  de  espacio  y    otras  condiciones  de  medio  (Bae.,  et  al  2005),  el  
microorganismo   inoculado   debe   asumir   un   proceso   de   adaptación   que   puede   llegar   a  
estimar  el  crecimiento  variado  en  cada  uno  de   los   tratamientos  combinados  en  relación  
con  la  fertilización  química.  
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6.6.3  Altura  planta    a  los  60  días  
Tabla  19.  Pruebas  de  normalidad  para  Altura  planta  a  los  60  días.  
Pruebas  de  normalidad  
TRATAMIENTO   Kolmogorov-­Smirnova   Shapiro-­Wilk  
Estadístico   gl   Sig.   Estadístico   gl   Sig.  
altura  
de   la  
planta  
a   los  
60  
días  
TRATAMIENTO  1   0,333   40   0,000   0,739   40   0,000  
TRATAMIENTO  2   0,185   40   0,001   0,868   40   0,000  
TRATAMIENTO  3   0,216   40   0,000   0,826   40   0,000  
TRATAMIENTO  4   0,139   40   0,048   0,944   40   0,047  
a.  Corrección  de  significación  de  Lilliefors  
  
Teniendo  en  cuenta  que  no  se  estiman  distribución  normal  para  esta  variable,  se  realiza  
prueba   no   paramétrica   para   comparación   de   medias   en   el   tratamiento   a   los   60   días,  
estimando  diferencias  significativas  para   los   tratamientos  T1  y  T3,  siendo  el   tratamiento  
T3  el  que  presenta  mejor  crecimiento  en  altura  de  planta.  Acorde  al   tipo  de  fertilización  los  
tratamientos   T1   y   T4   presentan   similitudes   en   crecimiento   probablemente   por      tener   los    
porcentajes  más  altos  de  fertilización  química  comparados  con  los  tratamientos  T2  y  T3.  
  
Grafica  5.  Diagrama  de  Box-­plot  para  la  variable  de  Altura  planta  60  días  
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Tabla  20.  Estadísticos  de  prueba  según  análisis  de  Kruskal  –Wallis  para  altura  planta  a  
los  60  días.  Descriptivos  se  presentan  como  Anexo  2  
Rangos  
TRATAMIENTO   N   Rango  promedio  
altura  de  la  
planta  a  los  60  
días  
TRATAMIENTO  1   40   50,46  
TRATAMIENTO  2   40   110,25  
TRATAMIENTO  3   40   120,83  
TRATAMIENTO  4   40   40,46  
Total   160       
  
Estadísticos  de  pruebaa,b  
     altura  de  la  planta  
a  los  60  días  
Chi-­cuadrado   93,792  
gl   3  
Sig.  asintótica   0,000  
a.  Prueba  de  Kruskal  Wallis  
b.  Variable  de  agrupación:  
TRATAMIENTO  
  
6.6.4  Altura  planta  a  los  90  días  
Tabla  21:  Pruebas  de  normalidad  para  Altura  planta  a  los  90  días.  
Pruebas  de  normalidad  
TRATAMIENTO   Kolmogorov-­Smirnova   Shapiro-­Wilk  
Estadís-­  
tico  
gl   Sig.   Estadís
-­  
tico  






TRATAMIENTO  1   0,169   40   0,005   0,939   40   0,032  
TRATAMIENTO  2   0,165   40   0,008   0,905   40   0,003  
TRATAMIENTO  3   0,134   40   0,068   0,956   40   0,120  
TRATAMIENTO  4   0,147   40   0,030   0,943   40   0,043  
a.  Corrección  de  significación  de  Lilliefors  
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Acorde   a   la   gráfica   6   los   tratamientos   T1   y   T3   presentan   los   mejores   índices   de  
crecimiento  en  altura  de  planta,   teniendo  en   cuenta  que  T3  presenta   la  diferencia  más  
significativa  en  todos  los  tratamientos,  T4  se  estima  como  el  tratamiento  que  menor  altura  
de  planta  presento,  por   lo   cual      la  distribución  porcentual  establecida  en  el   proceso  de  
fertilización  para  este  tratamiento  no  favorece  el  crecimiento  de   la  planta  al  encontrarse  
por  debajo  de  la  media  en  relación  al  control.  
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Tabla  22:  Estadísticos  de  prueba  según  análisis  de  Kruskal  –Wallis  para  altura  planta  a  
los  90  días.  Descriptivos  se  presentan  como  Anexo  2.  
  
Rangos  
TRATAMIENTO   N   Rango  promedio  
altura  de  la  planta  a  
los  90  días  
TRATAMIENTO  1   40   81,40  
TRATAMIENTO  2   40   69,35  
TRATAMIENTO  3   40   122,49  
TRATAMIENTO  4   40   48,76  
Total   160       
  
Estadísticos  de  pruebaa,b  
     altura  de  la  planta  a  
los  90  días  
Chi-­cuadrado   54,287  
gl   3  
Sig.  asintótica   0,000  
a.  Prueba  de  Kruskal  Wallis  
b.  Variable  de  agrupación:  TRATAMIENTO  
  
6.6.5  Efecto  de  la  inoculación  en  el  crecimiento  de  la  planta  
Acorde  a   los   resultados  obtenidos  para   la   variable  de  altura  a   los  30,  60  y  90  días,   se  
presentó  diferencias  significativas  en  el  tratamiento  T3  en  relación  al  control  (Graficas  4,  
5  y  6)  en  este  tratamiento  las  plantas  presentaron    un  rango  de  altura  estimado  en  122,  4  
cm  comparado  con  el  rango  de  altura  de  la  fertilización  química  T1  estimado  en  81.4  cm  
aproximadamente.  
  
Los  tratamientos  con  mejores  índices  de  altura  de  planta  fueron  los  tratamientos  T1  y  la  
fertilización  combinada  T3.    
  
Aunque   la   variable   de   altura   es   poco   estudiada   en   cultivares   de   arveja,   los   resultados  
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obtenidos   permiten   inferir   que   la   fertilización   combinada   en   relación   porcentual   50/50,  
favorece    la  disponibilidad  de  nutrientes  como  el  nitrógeno  incidiendo    significativamente  
en  el   desarrollo  de   tejido   foliar,   longitud  de   tallo   y   formación  de  nudos   (Galindo.,     et  al  
2005).   Por   lo   que   la   inoculación   de  PGPR   influyen   considerablemente   en   el   desarrollo  
estructural  de  la  planta.  
  




6.6.6    Numero  de  Hojas  30  días  
Las  hojas  en  la  planta  de  arveja,  está  constituida  por  dos  estipulas  que  abrazan  el  tallos    
en  la  parte  basal,  en  los  folios  opuestos  alternos  y  en  la  parte  terminal.  Las  estipulas  son  
de   mayor   tamaño   que   los   folios.   Una   vez   que   ha   emergido   la   planta,   empieza   a  
desarrollarse   el   primer   par   de   hojas   verdaderas   a   la   vez   que   se   desprenden   los  
cotiledones  o  falsas  hojas.  (PUGA,  1992).  
  
A  los  30,  60  y  90  días  después  de  la  siembra  se  determinó  número  de  hojas  por    planta  a  
a  un  total  de  20  plántulas  tomadas  a  azar  por  tratamiento.  
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En  la  tabla  23  se  presentan   los  resultados  de   las  pruebas  de  normalidad    a   los  30  días  
con   significancia   de   5%   y   nivel   de   confiabilidad   del   95%   para   cada   tratamiento,  
estimando  que  los  datos  presentan  diferencias  significativas  entre  los  tratamientos.  
  
Tabla  23:  Pruebas  de  normalidad  para  Numero  de  hojas  a  los  30  días.  
Pruebas  de  normalidad  
TRATAMIENTO_NoDE_HOJAS   Kolmogorov-­Smirnova   Shapiro-­Wilk  
Estadís-­
tico  
Gl   Sig.   Estadís-­
tico  






TRATAMIENTO  1   0,179   20   0,092   0,949   20   0,357  
TRATAMIENTO  2   0,174   20   0,115   0,915   20   0,078  
TRATAMIENTO  3   0,225   20   0,009   0,931   20   0,165  
TRATAMIENTO  4   0,237   20   0,005   0,855   20   0,006  
a.  Corrección  de  significación  de  Lilliefors  
  
Grafica  7.  Diagrama  de  Box-­plot  para  la  variable  de  Numero  de  Hojas  30  días  
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Teniendo    en  cuenta  el  diagrama  de  cajas  y  bigotes  para  la  variable  número  de  hojas  a  
los   treinta  días  se  estiman  diferencias  significativas  en  el   tratamiento  T3  con   relación  a  
los  demás  tratamientos  incluida  la  fertilización  química.  
  
Los  tratamientos  con  mayor  homogeneidad  en  promedio  de  hojas  fueron  los  tratamientos    
2  y  4,  siendo  el  tratamiento  4  el  de  menor  incidencia  en  esta  variable.    
  
Tabla  24.  Estadísticos  de  prueba  según  análisis  de  Kruskal  –Wallis  para  número  de  
hojas  a  los  30  días.  Descriptivos  se  presentan  como  Anexo  3  
  
Rangos  




los  30  días  
TRATAMIENTO  1   20   42,15  
TRATAMIENTO  2   20   27,68  
TRATAMIENTO  3   20   58,75  
TRATAMIENTO  4   20   33,43  
Total   80       
  
Estadísticos  de  pruebaa,b  
     No.  de  hojas  planta  
a  los  30  días  
Chi-­cuadrado   20,905  
gl   3  
Sig.  asintótica   0,000  
a.  Prueba  de  Kruskal  Wallis  
b.  Variable  de  agrupación:  
TRATAMIENTO_NoDE_HOJAS  
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6.6.7  Numero  de  Hojas  60  días  
Tabla  25.    Pruebas  de  normalidad  para  número  de  hojas  a  los  60  días.  
  
Pruebas  de  normalidad  
TRATAMIENTO_NoDE_HOJAS   Kolmogorov-­Smirnova   Shapiro-­Wilk  
Estadís-­  
tico  
gl   Sig.   Estadís-­  
tico  
gl   Sig.  
No.   de  
hojas  
planta  a  
los   60  
días  
TRATAMIENTO  1   0,244   20   0,003   0,884   20   0,021  
TRATAMIENTO  2   0,177   20   0,100   0,906   20   0,053  
TRATAMIENTO  3   0,192   20   0,052   0,936   20   0,199  
TRATAMIENTO  4   0,323   20   0,000   0,818   20   0,002  
a.  Corrección  de  significación  de  Lilliefors  
  
Teniendo  en  cuenta  que  los  datos  no  presentan  distribución  normal  se  realizó  prueba  de  
Kruskall   Wallis,   para   comparación   de   medias   y   significancia   entre   tratamientos,    
estimando   que   los   tratamientos  T3,   T2,   y   T3   no   presentan   diferencias   significativas   en  
cuanto  a  esta  variable.  El  Tratamiento  4  presenta  diferencias  significativas  en  número  de  
hojas  hacia  el  límite  inferior  presentando  un  numero  de  hoja  muy  bajo  comparado  con  los  
demás  tratamientos.  
  
Grafica  8.  Diagrama  de  Box-­plot  para  la  variable  de  Numero  de  Hojas  60  días  
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Tabla  26:  Estadísticos  de  prueba  según  análisis  de  Kruskal  –Wallis  para  número  de  
hojas  a  los  60  días.  Descriptivos  se  presentan  como  Anexo  3  
Rangos  
TRATAMIENTO_NoDE_HOJAS   N   Rango  promedio  
No.  de  hojas  
planta  a  los  
60  días  
TRATAMIENTO  1   20   54,80  
TRATAMIENTO  2   20   39,70  
TRATAMIENTO  3   20   49,58  
TRATAMIENTO  4   20   17,93  
Total   80       
  
Estadísticos  de  pruebaa,b  
     No.  de  hojas  planta  
a  los  60  días  
Chi-­cuadrado   30,281  
gl   3  
Sig.  asintótica   0,000  
a.  Prueba  de  Kruskal  Wallis  
b.  Variable  de  agrupación:  
TRATAMIENTO_NoDE_HOJAS  
  
6.6.8  Numero  de  Hojas  90  días  
Tabla  27.  Pruebas  de  normalidad  para  Numero  de  hojas  a  los  90  días.  
Pruebas  de  normalidad  
TRATAMIENTO_NoDE_HOJAS   Kolmogorov-­Smirnova   Shapiro-­Wilk  
Estadís-­  
tico  
gl   Sig.   Estadís-­  
tico  




a  los  90  
días  
TRATAMIENTO  1   0,171   20   0,129   0,913   20   0,072  
TRATAMIENTO  2   0,185   20   0,071   0,954   20   0,438  
TRATAMIENTO  3   0,428   20   0,000   0,372   20   0,000  
TRATAMIENTO  4   0,300   20   0,000   0,882   20   0,019  
a.  Corrección  de  significación  de  Lilliefors  
  
Capítulo  6.  Etapa  III.  Aplicación    de  diseño  Experimental  en  suelos  cultivados  
con  Pisum  sativum  L.  Para  la  determinación  del  rendimiento  y  eficiencia  de  la  
polimerización  frente  a  fertilización  convencional.  
73  
  
Acorde  a  la  prueba  de  normalidad  donde  el  grado  de  significancia  se  establece    inferior  a  0,05  
se  acepta   la  hipótesis  alterna  en  cuanto  a  diferencias  de  medias  en   todos   los   tratamientos,  
siento   el   tratamiento   T3   significativamente   diferente   comparado   con   los   tratamiento  
combinados  T2  y  T3.  Los  tratamientos  T2  y  T4  no  presentan  diferencias  significativas.  
Los   tratamientos   con   mejor   estimación   en   número   de   hojas   corresponden   a   los  
tratamientos   T1:   Fertilización   química   y   T3:   Fertilización   combinada   con   distribución  
porcentual  50/50.  
  
Grafica  9:  Diagrama  de  Box-­plot  para  la  variable  de  Numero  de  Hojas  90  días  
 
Tabla  28:  Estadísticos  de  prueba  según  análisis  de  Kruskal  –Wallis  para  número  de  
hojas  a  los  90  días.  Descriptivos  se  presentan  como  Anexo  3  
Rangos  




los  90  días  
TRATAMIENTO  1   20   45,73  
TRATAMIENTO  2   20   29,30  
TRATAMIENTO  3   20   59,55  
TRATAMIENTO  4   20   27,43  
Total   80       
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Estadísticos  de  pruebaa,b  
     No.  de  hojas  planta  a  
los  90  días  
Chi-­cuadrado   25,742  
gl   3  
Sig.  asintótica   0,000  
a.  Prueba  de  Kruskal  Wallis  
b.  Variable  de  agrupación:  
TRATAMIENTO_NoDE_HOJAS  
  
6.6.9  Efecto  de  la  inoculación  en  el  desarrollo  de  hojas  
Tal   como   lo  afirman   (Agren.,  et  al  2003),  el  desarrollo  de   la  parte  aérea  de   las  plantas  
está   coordinada   por   la   disponibilidad   de   nitrógeno,   el   cual   ayuda   a   la   multiplicación  
celular  para  la  formación  de  hojas  y  a  mantener  la  planta  verde,  por  lo  cual  la  inoculación  
de  fijadores  de  nitrógeno  contribuye  sustancialmente  con  dichos  procesos.  
  
Los  efectos  más  sobresalientes  del  tratamiento  T3  sugieren  que  posiblemente  existió  un  
sinergismo   entre   organismos   simbióticos   propios   de   la   leguminosa   y   el   inoculo  
bacteriano,   lo   que   permitió      una   mejor   absorción   de   elementos   esenciales,   los   cuales  
probablemente  junto  con  los  factores  benéficos  característicos  de  las  PGPR  ,  provocaron  
el  mayor   desarrollo   de   la   parte   aérea   del   cultivo.   Así   lo   reportan   (Dashti.,   et   al   1997),  
quienes,  al  inocular  organismos  PGPR,  encontraron  mayor  número  de  hojas  y  área  foliar  
en  soya  (Glycine  max).  
  
6.6.10  Longitud  de  raíz  30  días    
En   las   primeras   semanas   posterior   a   la   germinación   las   radículas   de   la   planta   hacen  
presión   hacia   fuera   y   hacia   abajo   estableciendo   las   primeras   raíces.   Se   determinó  
tomando   la  planta  y  midiendo  desde  el  cuello  de  raíz  hasta  el  extremo  más  distal  de   la  
raíz   de   la   planta;;   esta  medición   se   llevó   a   cabo   a   los   30,   60   y   90   días   después   de   la  
siembra.    Se    determinó  longitud  de  raíz  por    planta  a  un  total  de  20  plántulas  tomadas  a  
Capítulo  6.  Etapa  III.  Aplicación    de  diseño  Experimental  en  suelos  cultivados  
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azar  por  tratamiento.  
  
En   la   tabla  29  se  presentan   los  resultados  de   las  pruebas  de  normalidad    a   los  30  días  
con   significancia   de   5%   y   nivel   de   confiabilidad   del   95%   para   cada   tratamiento,  
estimando  que  una  significancia  superior  a  0.05  por  lo  cual  se  reafirma  la  hipótesis  nula,  
es  decir  los  datos  poblacionales  de  los  tratamientos  para  la  variable  de  longitud  de  raíz  a  
los   30   días   se   distribuyen   normalmente;;   por   lo   cual   se   realizó   análisis   de   varianza  
(ANOVA)  para  esta  variable.  
  
Tabla  29.  Pruebas  de  normalidad  para  longitud  de  raíz  a  los  30  días.  
Pruebas  de  normalidad  
TRATAMIENTO_L.RAIZ   Kolmogorov-­Smirnova   Shapiro-­Wilk  
Estadís-­  
tico  
Gl   Sig.   Estadís-­  
tico  








0,147   20   ,200*   0,975   20   0,848  
TRATAMIENTO  
2  
0,203   20   0,030   0,901   20   0,053  
TRATAMIENTO  
3  
0,151   20   ,200*   0,951   20   0,375  
TRATAMIENTO  
4  
0,160   20   0,193   0,940   20   0,244  
*.  Esto  es  un  límite  inferior  de  la  significación  verdadera.  
a.  Corrección  de  significación  de  Lilliefors  
  
Con  el  fin  de  cumplir  los  supuestos  homogeneidad  de  la  varianza,  además  de  la  prueba  
de  normalidad  se  realizó  pruebas  de  igualdad  de  varianza    según  se  ilustra  en  la  Tabla  
30.  Con  el  fin  de  afirmar  la  hipótesis  nula  es  decir,    que  varianzas  de  las  poblaciones  en  
los  tratamientos  son  iguales.  
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Tabla  30.    Prueba  de  igualdad  de  varianza  para  longitud  de  raíz  a  los  30  días  
  
Prueba  de  igualdad  de  Levene  de  varianzas  de  errora  
Variable  dependiente:     longitud  de  la  
raíz  a  los  60  días  
         
F   df1   df2   Sig.  
0,980   3   76   0,407  
Prueba  la  hipótesis  nula  que  la  varianza  de  error  de  la  variable  
dependiente  es  igual  entre  grupos.  
a.  Diseño  :  Intersección  +  TRATAMIENTO_L.RAIZ  
  
De   acuerdo   a   la   gráfica   10   para   análisis   de   varianza   todos   los   tratamientos   presentan  
diferencias   significativas   en   longitud   de   raíz   a   los   30   días,   siendo   T3   el   tratamiento    
combinado  con  mejor  crecimiento  en   longitud  de  raíz  en  relación  a  T1,   lo  cual   favorece  
significativamente  la  inoculación.    
  
Grafica  10.  Diagrama  de  Box-­plot  para  la  variable  de  longitud  de  raíz  a  los  30  días  
  
Capítulo  6.  Etapa  III.  Aplicación    de  diseño  Experimental  en  suelos  cultivados  
con  Pisum  sativum  L.  Para  la  determinación  del  rendimiento  y  eficiencia  de  la  
polimerización  frente  a  fertilización  convencional.  
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Tabla  31:  Estadísticos  de  prueba  según  análisis  de  varianza  (Anova)  
Pruebas  de  efectos  inter-­sujetos  
Variable  dependiente:     longitud  
de  la  raíz  
a  los  30  
días  
                   
Origen   Tipo  III  de  
suma  de  
cuadrados  
gl   Media  
cuadrática  
F   Sig.  
Modelo  corregido   276,087a   3   92,029   231,221   0,000  
Intersección   5239,085   1   5239,085   13163,094   0,000  
TRATAMIENTO_L.RAIZ   276,087   3   92,029   231,221   0,000  
Error   30,249   76   0,398            
Total   5545,420   80                 
Total  corregido   306,336   79                 
a.  R  al  cuadrado  =  ,901  (R  al  cuadrado  ajustada  =  ,897)  
  
De  acuerdo  con  la  prueba  de  Tukey  para  comparaciones  múltiples  asociado  al  análisis  de  
medias   de   forma  particular      puede  afirmarse   que   las     medias   de   los   tratamientos   para  
variable   longitud   de   raíz   a   los   30   días      no   presenta   diferencia   significativa   para   la  
comparación  de  los  tratamientos  entre  sí.    
  
Con  el  fin  de  estimas  comparación  de  medias  de  manera  particular,  se  realizó  prueba  de  
Tukey   entre   tratamientos,   estableciendo   según   se   ilustra   en   la   tabla   32   que   no   existe  
diferencia  significativa  entre  las  medias  de  los  tratamientos.  
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longitud  de  la  raíz  
a  los  30  días  
                        
HSD  Tukey                                




Sig.   Intervalo  de  





TRAT  1   TRATAMIENTO  2   1,0100*   0,19950   0,000   0,4859   1,5341  
TRATAMIENTO  3   -­3,9350*   0,19950   0,000   -­4,4591   -­3,4109  
TRATAMIENTO  4   -­,5250*   0,19950   0,049   -­1,0491   -­0,0009  
TRAT  2   TRATAMIENTO  1   -­1,0100*   0,19950   0,000   -­1,5341   -­0,4859  
TRATAMIENTO  3   -­4,9450*   0,19950   0,000   -­5,4691   -­4,4209  
TRATAMIENTO  4   -­1,5350*   0,19950   0,000   -­2,0591   -­1,0109  
TRAT  3   TRATAMIENTO  1   3,9350*   0,19950   0,000   3,4109   4,4591  
TRATAMIENTO  2   4,9450*   0,19950   0,000   4,4209   5,4691  
TRATAMIENTO  4   3,4100*   0,19950   0,000   2,8859   3,9341  
TRAT4   TRATAMIENTO  1   ,5250*   0,19950   0,049   0,0009   1,0491  
TRATAMIENTO  2   1,5350*   0,19950   0,000   1,0109   2,0591  
TRATAMIENTO  3   -­3,4100*   0,19950   0,000   -­3,9341   -­2,8859  
Se  basa  en  las  medias  observadas.  
  El  término  de  error  es  la  media  cuadrática(Error)  =  ,398.  
*.  La  diferencia  de  medias  es  significativa  en  el  nivel  ,05.  
  
6.6.11  Longitud  de  raíz  60  días    
Tabla  33.  Pruebas  de  normalidad  para  longitud  de  raíz  a  los  60  días.  
Pruebas  de  normalidad  
TRATAMIENTO_L.RAIZ   Kolmogorov-­Smirnova   Shapiro-­Wilk  
Estadís-­  
tico  
gl   Sig.   Estadís-­  
tico  






TRATAMIENTO  1   0,232   20   0,006   0,934   20   0,187  
TRATAMIENTO  2   0,249   20   0,002   0,833   20   0,003  
TRATAMIENTO  3   0,136   20   ,200*   0,953   20   0,418  
TRATAMIENTO  4   0,139   20   ,200*   0,913   20   0,071  
*.  Esto  es  un  límite  inferior  de  la  significación  verdadera.  
a.  Corrección  de  significación  de  Lilliefors  
  
Capítulo  6.  Etapa  III.  Aplicación    de  diseño  Experimental  en  suelos  cultivados  
con  Pisum  sativum  L.  Para  la  determinación  del  rendimiento  y  eficiencia  de  la  
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Acorde   a   la   distribución   de   los   datos   poblacionales   y   teniendo   en   cuenta   que   no  
presentan  normalidad  para  la  variable  longitud  de  raíz  a  los  60  días,  se  realiza  análisis  de  
Kruscal  Wallis  para  comparación  de  medias,  estimando  según  se  presenta  en  la  gráfica  
11   a      T3   como   el   tratamiento   con  mejor   longitud   de   raíz   presento,   comparado   con   la  
fertilización   química   y   comparado   aun   con   los   demás   tratamientos   de   fertilización  
combinada.   El   tratamiento   que   menor   condiciones   de   longitud   de   raíz      fue   T2   si   se  
compara  con  los  demás  tratamientos  y  control.  
  
Los   tratamientos   T1,   T2   y   T4   presentaron   promedios   de   longitud   significativamente  
diferentes  en  relación  a  T3.  
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Tabla  34.    Estadísticos  de  prueba  según  análisis  de  Kruskal  –Wallis  para  número  
longitud  de  raíz  a  los  60  días.  Descriptivos  se  presentan  como  Anexo  3  
Rangos  
TRATAMIENTO_L.RAIZ   N   Rango  promedio  
longitud  de  la  
raíz  a  los  60  
días  
TRATAMIENTO  1   20   33,35  
TRATAMIENTO  2   20   13,20  
TRATAMIENTO  3   20   70,50  
TRATAMIENTO  4   20   44,95  
Total   80       
  
Estadísticos  de  pruebaa,b  
     longitud  de  la  raíz  
a  los  60  días  
Chi-­cuadrado   63,696  
gl   3  
Sig.  asintótica   0,000  
a.  Prueba  de  Kruskal  Wallis  
b.  Variable  de  agrupación:  
TRATAMIENTO_L.RAIZ  
  
6.6.12  Longitud  de  raíz  90  días    
Tabla  35.  Pruebas  de  normalidad  para  longitud  de  raíz  a  los  90  días.  
Pruebas  de  normalidad  
TRATAMIENTO_L.RAIZ   Kolmogorov-­Smirnova   Shapiro-­Wilk  
Estadís-­  
tico  
gl   Sig.   Estadís-­  
tico  






TRATAMIENTO  1   0,236   20   0,005   0,891   20   0,028  
TRATAMIENTO  2   0,174   20   0,112   0,900   20   0,042  
TRATAMIENTO  3   0,245   20   0,003   0,867   20   0,010  
TRATAMIENTO  4   0,144   20   ,200*   0,922   20   0,107  
*.  Esto  es  un  límite  inferior  de  la  significación  verdadera.  
a.  Corrección  de  significación  de  Lilliefors  
  
Capítulo  6.  Etapa  III.  Aplicación    de  diseño  Experimental  en  suelos  cultivados  
con  Pisum  sativum  L.  Para  la  determinación  del  rendimiento  y  eficiencia  de  la  
polimerización  frente  a  fertilización  convencional.  
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Grafica  12.  Diagrama  de  Box-­plot  para  la  variable  de  longitud  de  raíz  a  los  90  días  
  
Según  se  ilustra  en  la  gráfica  12,  los  tratamientos  con  mejor  desarrollo  de  longitud  de  raíz  
corresponden   a   T1   y   T3,   la   diferencia   de   T3   en   cuanto   a   las   demás   inoculaciones   es  
significativa  si  se  compara  con  la  fertilización  química.  
  
El   crecimiento   de   longitud   de   raíz   para   los   tratamientos   T2   y   T4   no   es   significativo  
posterior  a  los  60  días,  sin  embargo  presentaron  formación  efectiva  de  nódulos  según  se  
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Figura  26.    Formación  de  nódulos  en  raíces  inoculadas  
  
Tabla  36.    Estadísticos  de  prueba  según  análisis  de  Kruskal  –Wallis  para  número  
longitud  de  raíz  a  los  90  días.  Descriptivos  se  presentan  como  Anexo  3  
Rangos  
TRATAMIENTO_L.RAIZ   N   Rango  promedio  
longitud  de  la  
raíz  a  los  90  
días  
TRATAMIENTO  1   20   48,95  
TRATAMIENTO  2   20   10,50  
TRATAMIENTO  3   20   69,38  
TRATAMIENTO  4   20   33,18  
Total   80       
  
Estadísticos  de  pruebaa,b  
     longitud  de  la  raíz  a  los  
90  días  
Chi-­cuadrado   68,967  
gl   3  
Sig.  asintótica   0,000  
a.  Prueba  de  Kruskal  Wallis  
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6.6.13  Efecto  de  la  Inoculación  en  el  crecimiento  de  raíz    
Teniendo   en   cuenta   que   en   arveja   el   sistema   radical   presenta   una   raíz   pivotante   que  
desarrolla   numerosas   raíces   laterales   o   secundarias   y   que   en   los   pelos   radicales   se  
establecen   los   rizobios   formando   los   característicos   nódulos   fijadores   de   nitrógeno  
atmosférico,   se   realizó   análisis   a   la   variable   longitud   de   raíz   para   establecer  
consideraciones  importantes  asociadas  a  la  inoculación  en  los  respectivos  tratamientos.  
Es  de  resaltar  que  los  mejores  tratamientos  en  cuanto  a  longitud  de  raíz  se  dieron  en  T1,  
fertilización  química  y  T3  fertilización  combinada.  Los  porcentajes  establecidos  para  T2  y  
T4   no   favorecen   el   desarrollo   de   raíz   si   se   comparan   con   la   fertilización   química,   esto  
podría  deberse  a  que  en  el  caso  de  T2,  a  un  requerimiento  nutricional  más  elevado  que  
probablemente  la  inoculación  no  logre  suplir.    
  
Figura  27.  Comparativo  en  longitud  de  raíz.  T1  vs  T3  
  
El  desarrollo  de  las  raíces,  favorecido  por  efecto  de  la  inoculación  de  las  Brevundimonas  
sp,   se   manifestó   directamente   en   mayor   crecimiento   de   la   parte   aérea   del   cultivo   en  
todos   los   tratamientos,   siendo   el   tratamiento   T3   más   significativo.   Estos   resultados  
concuerdan   con   los   reportados   por   (Pereira.,   et   al   1988   )   y   (Kloepper.,      et   al   1991),  
quienes  mencionaron  que  las  bacterias  promotoras  de  crecimiento  como  P.  fluorescens,  
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se  caracterizan  por  incrementar  el  desarrollo  radical,  lo  que  repercute  directamente  en  el  
rendimiento  del  cultivo.    
  
6.6.14  Floración  75  días    
A   los  75  días  después  de   la  siembra  se  determinó  el  número  de   flores  por  planta  a  un  
total  de  20  plántulas  tomadas  a  azar  por  cada    tratamiento.  
  
En   la   tabla   37   se   presentan   los   resultados   de   las   pruebas   de   normalidad      con  
significancia   de   5%   y   nivel   de   confiabilidad   del   95%   para   cada   tratamiento,   estimando  
que  los  datos  presentan  diferencias  significativas  entre  los  tratamientos.  
  
Tabla  37.    Pruebas  de  normalidad  para  floración  a  los  75  días.  
Pruebas  de  normalidad  
TRATAMIENTO_FLO
RACIÓN  
Kolmogorov-­Smirnova   Shapiro-­Wilk  
Estadístico   gl   Sig.   Estadíst
ico  






1,00   0,280   20   0,000   0,784   20   0,001  
2,00   0,235   20   0,005   0,837   20   0,003  
3,00   0,255   20   0,001   0,804   20   0,001  
4,00   0,302   20   0,000   0,780   20   0,000  
a.  Corrección  de  significación  de  Lilliefors  
  
Acorde   a   la   distribución   de   los   datos   poblacionales   y   teniendo   en   cuenta   que   no  
presentan   normalidad   para   la   variable   floración      a   los   75   días,   se   realiza   análisis   de  
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Grafica  13.  Diagrama  de  Box-­plot  para  la  variable  de  floración  a  los  75  días  
  
  
Teniendo  en  cuenta  la  gráfica  13  los  tratamientos  con  mejores  promedios  de  floración  se  
estiman  para  T2  y  T3,  representados  en  el  modelo  de  cajas  para  el  cuartil  medio  en  T2  y  
para   el   cuartil   inferior   en   T3.   El   tratamiento   con  mayor   homogeneidad   en   floración   se  














86   Optimización  de  un  inoculante  promotor  de  crecimiento  vegetal  y  su  potencialización    
  por  lecho  inmovilizado  en  matriz  polimérica.  Aplicación  en  suelos  inceptisoles    
cultivados  con  Pisum  sativum  L.    
  
Figura  28.    Floración  a  los  75  días  




Tabla  38.  Estadísticos  de  prueba  según  análisis  de  Kruskal  –Wallis  para  numero  
floración  a  los    75  días.  Descriptivos  se  presentan  como  Anexo  4.  
Rangos     
TRATAMIENTO_FLORACIÓN   N   Rango  promedio  
Floración  a  
los  75  dás  
T1   20   29,73  
T2   20   54,00  
T3   20   58,00  
T4   20   20,28  
Total   80       
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6.6.15  Efectos  de  la  inoculación  en  el  índice  de  floración  
Teniendo   en   cuenta   en   floración      que   el   número   de   nudos   reproductivos,   considerado  
como   el   punto   donde   se   presenta   inflorescencia   en   la   planta   está   influenciado   por  
condiciones   ambientales   y   manejo   de   la   fertilización   (Villareal   2006)   se   puede   afirmar    
que   la   fertilización   combinada  permite  mejorar   el   número   de   nudos   reproductivos   si   se  
compara   con   la   fertilización   tradicional   favoreciendo   considerablemente   los   rangos  
promedio  de  inflorescencia  para  la  planta.  
  
Es  importante  resaltar  que  las  plantas  inoculadas  con  promotores  de  crecimiento  vegetal    
tienden  a  tener  mayor  capacidad  fotosintética  expresada  en  el  área  foliar  con  respecto  a  
las   plantas   no   inoculadas.   (Peñaranda  2004)   evaluó   plantas   de  arveja   variedad   "Santa  
Isabel"   inoculadas  con   la  cepas  PGPR,  encontrando  un  mayor  peso   índice  de   floración    
plantas  inoculadas  con  respecto  al  testigo  químico  y  absoluto.  Esta  característica  se  vio  
reflejada  en  una  mayor  capacidad  productiva  por  el  cultivo,  generando  plantas  con  mayor  
tasa  absoluta  de  crecimiento  e  índice  de  área  foliar  aumentando  la  biomasa  vegetal.  
  
6.7  Resultados  respecto  a  Nodulación  y  eficiencia  de  la  
inoculación.  
Posterior  a  la  etapa  de  inoculación  se  realizó  recuento  en  placa  para  nódulos  presentes  
en  raíz  y  para  muestras  de  suelo  por  tratamiento  a  fin  de  confirmar  la  eficiencia  de  la  
inoculación  de  Brevundimonas  sp.  
Estadísticos  de  pruebaa,b  
     Floración  a  los  75  dás  
Chi-­cuadrado   39,967  
Gl   3  
Sig.  asintótica   0,000  
a.  Prueba  de  Kruskal  Wallis  
b.  Variable  de  agrupación:  
TRATAMIENTO_FLORACIÓN  
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El   recuento  en  placa   realizado     para  nódulos  presentes  en   raíces  y  muestras  de  suelo  
según   se   ilustra   en   la      tabla   39   consintió   en      siembra   en   medio   Agar   YMA      para  
Rhizobium  sp  y  Medio  Burk  para  Brevundimonas  sp  por  triplicado  incubado  a  30º  Celsius  
por   10   días,      a   las      muestras   que   demostraron      crecimiento      en   el   medio   selectivo  
establecido  para  los  organismos  a  analizar    se  les  realizó    tinción  de  Gram,    con  el  fin  de    
establecer  diferencias  morfológicas    y  posterior  reconocimiento  bacteriano.  
Figura  30:  Selección  de  muestras  al  azar  para  recuento  microbiológico  
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Figura  31.  Clasificación  de  Muestras  para  análisis  en  raiz  y  suelo  rizosferico  
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Tabla   39.   Identificación      morfológica   por   observación   microscópica   para   algunas  
muestras.  
Medio   Tratamiento  
/Muestra  
Tinción  de  Gram   Observación  












sp.,  por  lo  tanto  se  
supone  que  es  de  
la  familia  
Rhizobium.  
Agar  YMA   T3/Nódulo  
  
Se  encuentra  2  




sp.,  siendo  las  más  
pequeñas  y  las  
Rhizobium  sp.,  las  
de  mayor  tamaño  







morfológicas  de  la  
Brevundimonas  sp  
Para  el  recuento  bacteriano  se  sembró  en  medio  YMA  para  Rhizobium  sp.,  y  medio  Burk  
para  Brevundimonas  sp.  Los  datos  correspondientes  a  diluciones  utilizadas  por  muestra  y  
tratamiento  para  el  conteo  superficial  se  presentan  en  la  tabla  40.    
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Con  relación  al  recuento  establecido  en  la  tabla  40    las  diluciones  con  mejor  crecimiento  
bacteriano  se  presentan  en  las  muestras  de  nódulo  en  comparación  con  las  muestras  de  
suelo,   esto   concuerda   con   el   hábitat   característico   de   ambas   especies   y   confirma   lo  
establecido   por      (Rozyki   et  al.,  1999)      en   relación   al   ambiente   en   donde   habitan   las  
especies   endófitas.   Acorde   a   esta   afirmación   es   de   estimarse   que   el   recuento   en   las  
muestras  de  suelo  haya  sido  considerablemente  inferir  si  se  compara  con  el  realizado  a  
las  muestras  de  Nodulación.  
Teniendo  en  cuenta  las  muestras  de  nódulo,  se  realizó  análisis  comparativo  para  estimar  
las  diferencias  en  cuanto  a  crecimiento  por  UFC/ml  por  tratamiento  para  Brevundimonas  
sp  y  Rhizobium  sp  (Grafica    14),  esto  con  el  fin  de  establecer  eficiencia  de  inoculación  a  y  
a   su   vez   comparar   favorabilidad   del   consorcio   bacteriano   entre   el   microorganismo  
inoculado  y  microorganismos  propios  de  la  planta  en  este  caso  Rhizobium  sp.  
Grafica  14.  Estimación  de  población  microbiana  en  cada  Tratamiento  posterior  a  la  
Inoculación  
  
Acorde   a   la   gráfica   14   los   tratamientos   que   fueron   inoculados   T2,   T3   y   T4   presentan  
diferencias   marcadas   en   cuanto   a   las   poblaciones   estimadas   si   se   comparan   con   la  
fertilización   química   T1;;   siendo   T3   el   tratamiento   con  mejor   crecimiento   bacteriano   en  
nódulo  si  se  compara  con  las  demás  inoculaciones  y  el  control.  
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Adicionalmente,  según  se  ilustra  para  los  tratamientos  T2  y  T3  la  inoculación  favorece  el  
fortalecimiento   del   consorcio   bacteriano   al   promover   un   aumento   de   la   población  
microbiana   para   ambas   especies,   lo   cual   favorece   significativamente   los   efectos   de   la  
promoción  de  crecimiento  y  fijación  de  nitrógeno.  
  
Es   importante   resaltar   que   las   bacterias   endófitas   tienen   ventaja   sobre   las   bacterias  
rizosféricas,   en   cuento   a   la   gran   cantidad   de   nutrientes   de   que   disponen,   así   como   la  
protección   que   les   brinda   la   planta   de   las   condiciones   adversas   del   medio   (Rozyki  
et  al.,  1999).  Facilitando  el  proceso  de  adaptación  en  este  caso  de  la  especie  inoculada;;  
Además,   por   hallarse   en   contacto   íntimo   con   la   planta,   podría   brindar   beneficios   más  
directos  a  su  hospedero  en  comparación  con  las  bacterias  rizosféricas.    
  
Se  ha  sugerido  que  el  interior  vegetal  es  un  ambiente  propicio  para  que  se  lleve  a  cabo  la  
fijación   biológica   de   nitrógeno   (FBN),   ya   que   este   ambiente   es   bajo   en   oxígeno   y  
relativamente  alto  en   fuentes  de  carbono   (James.,  et  al   2000),  por   lo  que   las  bacterias  
diazótrofas  endófitas  como  es  este  caso  Brevundimonas  sp     podrían   fijar  el  nitrógeno  y  
liberarlo  directamente  en  el  interior  de  las  plantas  (Döbereiner,  2007),  contribuyendo  con  
una  parte  de  sus  requerimientos  nitrogenados  (Boddey  et  al.,  1995).  
  
6.8  Resultados  respecto  a  rendimiento  de  cosecha  
Acorde   a   la   estimación   de   rendimiento   en   cada   tratamiento   se   valoraron   variables  
asociadas  a  número  de  vaina,  peso  cascara,  peso  grano,  peso  de  grano  seco  y  humedad  
con  el   fin   establecer   análisis   de   varianza   y  estimación  general   de   rendimiento  en  peso  
seco  para  el  cultivo.  
  
Teniendo   en   cuenta   que   se   realizó   siembra   directa   en   surcos   de   l.50   cm  
aproximadamente  por  tratamiento  y  distancia  entre  pares  de  surco  de  85  cm  para  un  total  
de  20,48  kg  de  semilla  aproximadamente  para  el  área  de  cultivo  equivalente  a  3200m2  
aproximadamente,      sembrando  50   plántulas   por   unidad   experimental   para   un   total   800  
plantas  divididas  en  cuatro  parcelas.  
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Se  establecieron  Peso  húmedo  de  20  granos,  factor  de  desgrane    y    %  de  humedad  para  
establecer   la   tasa  de  rendimiento  acorde  a   los   tratamientos  aplicados.  Los  resultado  se  
presentan  en  la  tabla    41.  
  
Tabla  41.  Estimaciones  de  factores  para  rendimiento.  
  
6.8.1  Numero  de  Vainas  por  tratamiento  
Acorde  a  la  variable  número  de  vainas  por  planta  se  realizó  análisis  de  varianza  alterno  
según   pruebas   de   normalidad   a      un   total   de   20   plántulas   tomadas   al   azar   por   cada    
tratamiento.  
  
En   la   tabla   32   se   presentan   los   resultados   de   las   pruebas   de   normalidad      con  
significancia   de   5%   y   nivel   de   confiabilidad   del   95%   para   cada   tratamiento,   estimando  
que  los  datos  presentan  diferencias  significativas  entre  los  tratamientos.  
  
Tabla  42.  Pruebas  de  normalidad  para  número  de  vaina.  
  
Pruebas  de  normalidad  
TRATAMIENTO   Kolmogorov-­Smirnova   Shapiro-­Wilk  
Estadís-­  
tico  
gl   Sig.   Estadís-­  
tico  






TRATAMIENTO  1   0,209   20   0,022   0,887   20   0,024  
TRATAMIENTO  2   0,192   20   0,051   0,868   20   0,011  
TRATAMIENTO  3   0,303   20   0,000   0,850   20   0,005  
TRATAMIENTO  4   0,279   20   0,000   0,807   20   0,001  
a.  Corrección  de  significación  de  Lilliefors  
  
Teniendo  en   cuenta   los   resultados  obtenidos  en   la   prueba  de  Shapiro   –  Wilk   donde   la  
significancia  de  los  tratamientos  es  inferior  a  0,05  se  ratifica  hipótesis  alterna  en  relación  
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a  la  no  distribución  normal  de  los  datos  poblacionales.  Por  lo  cual  se  establecen  pruebas  
no  paramétricas  para  el  análisis  de  varianza  de  esta  variable,  en  este  caso  análisis  de  
varianza  alterno  mediante  prueba  de  Kruscal  Wallis.  
  
Según   se   ilustra   en   la   gráfica   14,   que   los   tratamientos   con   mejores   promedios   en  
cuanto  a  peso  por  número    de  vainas  por  planta  se  establecen  para  los  tratamientos    T2  
y  T4,  presentando  en  ambos  casos  rangos  promedio  similares.  Si  se  compara  el  T4  con  
las   demás   inoculación   y   con   el   control   podría   estimarse   que   esta   concentración   no  
favorece   los   procesos   de   desarrollo   de   vaina   y   reduce   sustancialmente   el   peso   te  
materia   fresca   en   esta   variable,   probablemente   por   presentarse   limitaciones  
nutricionales  para  la  planta.    
  
Grafica  15.    Diagrama  de  Box-­plot  para  número  de  vainas  por  planta  
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Figura  32.  Desarrollo  y  maduracion  de  Vainas  
     
  
Tabla  43.    Estadísticos  de  prueba  según  análisis  de  Kruskal  –Wallis  para  número  de  
vainas  por  planta.  Descriptivos  se  presentan  como  Anexo  4  
Rangos  




TRATAMIENTO  1   20   30,00  
TRATAMIENTO  2   20   54,23  
TRATAMIENTO  3   20   56,30  
TRATAMIENTO  4   20   21,48  
Total   80       
  
Estadísticos  de  pruebaa,b  
     Número  de  vainas  por  
planta  
Chi-­cuadrado   35,741  
gl   3  
Sig.  asintótica   0,000  
a.  Prueba  de  Kruskal  Wallis  
b.  Variable  de  agrupación:  TRATAMIENTO  
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6.8.2  Peso  grano  por  tratamiento  
Teniendo   en   cuenta   que   el   peso   de   grano   para   el   cultivo   de   arveja   es   considerado   una  
variable   significativa   en   estimaciones   de   rendimiento   productivo,   con      relación   a   esto   se  
valoró  las  diferencias  en  peso  de  grano  acorde  a  pruebas  de  normalidad  para  distribución  de  
los  datos  poblacionales  con  significancia  de  5%  y  nivel  de  confiabilidad  del  95%  para  cada  
tratamiento,  estableciendo  análisis  de  varianza  alterno  acorde  a  la  normalidad  de  los  datos.    
  
Tabla  44.    Pruebas  de  normalidad  para  variable  de  peso  de  grano.  
Pruebas  de  normalidad  
TRATAMIENTO   Kolmogorov-­Smirnova   Shapiro-­Wilk  
Estadís-­  
tico  
gl   Sig.   Estadís-­  
tico  
gl   Sig.  
Peso  
grano  
TRATAMIENTO  1   0,131   20   ,200*   0,957   20   0,480  
TRATAMIENTO  2   0,119   20   ,200*   0,965   20   0,646  
TRATAMIENTO  3   0,173   20   0,117   0,883   20   0,020  
TRATAMIENTO  4   0,224   20   0,010   0,937   20   0,214  
*.  Esto  es  un  límite  inferior  de  la  significación  verdadera.  
a.  Corrección  de  significación  de  Lilliefors  
Como  se  puede  observar  el  la  gráfica  15,  respecto  al  diagrama  de  cajas  para  la  variable  
de  peso  grano,  todos  los  tratamientos  con  fertilización  combinada  presentaron  diferencias  
significativas  en   relación  a   la   fertilización  química  siendo  T3  el   tratamiento  con  mejores  
promedios   en   cuanto   a   peso   de   grano.   Los   tratamientos   T2   y   T4   no   presentaron  
diferencias  marcadas  en  cuanto  a  sus  rangos  promedio.  
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Grafica  16.  Diagrama  de  Box-­plot  para  peso  grano  
  
  
(Ligarreto.,   et   al   2009)   indican   que   el   número   de   granos   por   vaina   es   uno   de   los  
componentes   de   rendimiento  más   importantes   en   el  mejoramiento   de   la   arveja   para   el  
caso  de  Colombia,  donde  más  de  95%  de  la  producción  de  arveja  se  destina  al  mercado  
de   vaina   verde.  En   arveja   es   ideal   un   número   de   granos   por   vaina   igual   o  mayor   a   6;;  
respecto  a  los  valores  de  este  estudio  en  los  promedios  por  lo  cual  se  puede  afirmar  que  
todos   los   tratamientos   con   inoculación   presentaron   condiciones   ideales   en   cuanto   a  
productividad  en  grano.  
  
Tabla  45:  Estadísticos  de  prueba  según  análisis  de  Kruskal  –Wallis  para  peso  grano.  
Descriptivos  se  presentan  como  Anexo  5  
Rangos  
TRATAMIENTO   N   Rango  promedio  
Peso  grano   TRATAMIENTO  1   20   29,33  
TRATAMIENTO  2   20   36,25  
TRATAMIENTO  3   20   60,40  
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TRATAMIENTO  4   20   36,03  
Total   80       
  
Estadísticos  de  pruebaa,b  
     Peso  grano  
Chi-­cuadrado   20,703  
Gl   3  
Sig.  Asintótica   0,000  
a.  Prueba  de  Kruskal  Wallis  
b.  Variable  de  agrupación:  TRATAMIENTO  
  
6.8.3  Peso  grano  seco  por  tratamiento  
Con  base  en  estimación  de  normalidad  en  la  distribución  de  los  datos  poblacionales  para  
la   variable   de   peso   de   grano   seco   se   establecieron   pruebas   de   varianza   asociadas   a  
análisis  no  paramétrico  bajo  prueba  de  Kruscal  Wallis.  
Tabla  46.  Pruebas  de  normalidad  para  variable  de  peso  de  grano  seco.  
Pruebas  de  normalidad  
TRATAMIENTO   Kolmogorov-­Smirnova   Shapiro-­Wilk  
Estadís-­  
tico  
gl   Sig.   Estadís-­  
tico  






0,131   20   ,200*   0,957   20   0,480  
TRATAMIENTO  
2  
0,119   20   ,200*   0,965   20   0,646  
TRATAMIENTO  
3  
0,173   20   0,117   0,883   20   0,020  
TRATAMIENTO  
4  
0,224   20   0,010   0,937   20   0,214  
*.  Esto  es  un  límite  inferior  de  la  significación  verdadera.  
a.  Corrección  de  significación  de  Lilliefors  
  
Acorde  a  los  resultados  representados  median  diagrama  de  cajas  y  bigotes  (Grafica  15)  
se  establecen  diferencias  significativas  para   todos   los   tratamientos,   teniendo  en  cuenta  
que  en  relación  a  peso  de  grano  seco  el   tratamiento  T3  presento  rangos  promedio  muy  
superiores   a   la   fertilización   química,   a   su   vez   que   se   presentaron   diferencias  
significativas   entre   las   demás   fertilizaciones   combinadas.   Los   tratamientos   2   y   4   no  
presentaron  diferencias  marcadas  en  cuanto  a  rango  promedio  se  refiere.  El  tratamiento  
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que  menor   rendimiento  estimo  en  cuanto  a  grano  de  peso  seco   fue  T1,   lo  cual  permite  
afirmar   ratificar   la   utilidad   en   la   inoculación   de   Brevundimonas   sp      como   bacteria  
promotora   de   crecimiento   en   la   producción   de   cultivos.   Estas   bacterias   inoculadas   al  
suelo,  semillas,   tubérculos  o  raíz,     son  capaces  de  colonizar   las  raíces  de   las  plantas  y  
estimular   el   crecimiento   y   rendimiento   de   cultivos   (Chanway.,     et   al   1989).   Los   valores  
más  altos  obtenidos  en  la  variable  peso  seco,  correspondieron  a  las  plantas  inoculadas.  
Grafica  17.  Diagrama  de  Box-­plot  para  peso  grano  seco  
  
Tabla  47:  Estadísticos  de  prueba  según  análisis  de  Kruskal  –Wallis  para  peso  grano  
seco.  Descriptivos  se  presentan  como  Anexo  6.  
Rangos  
TRATAMIENTO   N   Rango  promedio  
Peso  grano  seco   TRATAMIENTO  1   20   29,40  
TRATAMIENTO  2   20   35,95  
TRATAMIENTO  3   20   61,45  
TRATAMIENTO  4   20   35,20  
Total   80       
Capítulo  6.  Etapa  III.  Aplicación    de  diseño  Experimental  en  suelos  cultivados  
con  Pisum  sativum  L.  Para  la  determinación  del  rendimiento  y  eficiencia  de  la  




Estadísticos  de  pruebaa,b  
     Peso  grano  seco  
Chi-­cuadrado   22,626  
Gl   3  
Sig.  Asintótica   0,000  
a.  Prueba  de  Kruskal  Wallis  
b.  Variable  de  agrupación:  TRATAMIENTO  
  
Teniendo  en  cuenta  el  peso  de  grano  seco  y   los   factores  calculados  en   la   tabla  41,  se  
realizaron   cálculos  de   rendimiento   de   cosecha   con  base  en   la   producción  estimada  en  
Kg/Ha  tal  como  se  ilustra  en  la  tabla  48.  
  
Tabla  48.  Cálculos  de  rendimiento  de  cosecha  basados  en  peso  de  grano  seco.  
DATOS  DE  RENDIMIENTO  (Kg/Ha)  
Tratamiento   Distancia  entre  
surco  
FD   Peso  100  
granos  
Grano/planta   RENDIMIENTO  
(Kg/Ha)  
T1   85   0,8233   149,1   36,12   2607  
T2   85   0,8495   162,2   46,50   3769  
T3   85   0,8582   201,0   46,66   4735  
T4   85   0,8507   156,7   34,79   2728  
RENDIMIENTO     planta/m2  x  granos/planta  x  peso  100  granos  seco  x  FD  
Teniendo  en  cuenta  la  variedad  cultivada  (Santa  Isabel)  y  al  ser  esta    la  más  cultivada  en  
Colombia,  debido  en  gran  parte  a  sus  procesos  de  adaptación  entre  2.200  y  3.000  metros  
sobre   el   nivel   del   mar   (Sánchez   y   Mosquera,   2006).   Según   datos   de   producción    
reportados  para      esta  variedad  (DANE  2015)  se  estiman  rendimientos  que  oscilan  entre    
4.000  a  5.600  kilogramos  por  hectárea,  lo  cual  permite  afirmar  no  solo  que  se  alcanzaron  
rendimientos  satisfactorios  en   todos   los   tratamientos   inoculados  con  Brevundimonas  sp  
sino   además   la   eficiencia   de   la   fertilización   combinada   en   crecimiento   vegetal   y  
rendimiento   productivo,   es   importante   señalar   que   la   variaciones   presentadas   en   los  
rendimientos  en  Kg/Ha  están  condicionados  a   la  composición  porcentual  estimada  para  
cada  fertilización  combinada.  
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Se  conoce  que  algunos  géneros  de  bacterias  endófitas  como   lo  es     Brevundimonas   sp  
penetran  la  corteza  de  la  raíz  y  producen  fitohormonas  como  giberelinas,  auxinas  (ácido  
indolacético),  citocininas,  ácido  absícico  y   fijan  N2  (Curl.,     et  al  1986  y     Lynch,  1990),   lo  
que   estimula   el   crecimiento,   la   producción   de   raíces   laterales   y   pelos   radicales   (De  
Freitas.,  et  al    1992)  que,  a  su  vez,  favorecen  la  absorción  de  nutrimentos  incrementando  
el   rendimiento   en   gramíneas   y   especies   leguminosas   en   consorcio   con   especies  
simbióticas  (  Bashan  et  al.,  2012).    
  
Cabe   señalar   además   que   al   presentarse   diferencias   significativas   para   la  mayoría   de  
variables  y  estimaciones  de  rendimiento,   la  eficiencia  de  la   inoculación  está  asociada  al  
mecanismo  de  transporte  del  inoculante  siendo  la  polimerización  de  Brevundimonas  sp    
eficiente  en  el  proceso  de  incorporación  del  inoculo  bacteriano  facilitando  su  proceso  de  
permanencia   y   adaptación   en   la   rizosfera   de   la   planta   dando   la   posibilidad   de  
potencializar  los  efecto  benéficos  que  brinda  la  inoculación  de  PGPR    para  mejoramiento  




7.Conclusiones  y  Recomendaciones  
7.1  Conclusiones  
A  través  de  la  investigación  se  logró  optimizar  el  potencial  biofertilizante  de  un  inoculante  
a  partir  de  organismos  PGPR  por  lecho  inmovilizado  en  matriz  polimérica  de  alginato  de  
sodio  con  aplicación  en  cultivos  de  Arveja  (Pisum  sativum  L).  
  
Mediante  el      aislamiento  de  poblaciones  especificas  es  posible  conocer   la   innumerable  
riqueza  que  presenta  la  biota  de  suelo,  logrando  aislar  especies  nativas  con  potenciales  
benéficos  en  para  la  relación  planta-­suelo-­microorganismo.  
  
Los  procesos  de  operación  discontinuos   favorecen   la  calidad  de   inoculante  al  optimizar  
los  niveles  de  purificación  de  la  cepa  y  a  su  vez  optimizar  la  conversión  total  de    sustrato  
a  través  de  la  inmovilización.  
  
La   inmovilización   de  Brevundimonas   sp   basados  en  procesos  de   inmovilización   celular  
garantiza  la  población  estimada  para  el  inoculo  al  momento  de  incorporación  en  el  suelo  
favoreciendo  su  viabilidad  y  adaptación  a  las  condiciones  del  medio.  
  
La   eficiencia   de   la   inoculación   de   organismos   PGPR   permite   estimar   que   practicas  
agronómicas   basadas   en   fertilización   mixta   (Química   y   Biológica)   en   concentraciones  
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Se  deberían  realizar  estudios  específicos  de  la  cepa  en  otros  cultivares  esto  con  el  fin  de    
determinar  los    mecanismos  de  promoción  de  crecimiento  de  manera  más  específica.  
  
De  manera   tal   que   se   garantíce   la   producción   del   inoculante   se   recomienda   adelantar  
estudios   específicos   de   actividad   enzimática   con   el   fin   de   profundizar   en   el   efecto  
rizosférico  y  de  fijación  de  nitrógeno  de  la  bacteria.  
  
Con   el   fin   de   estimar   concentraciones   específicas   y   dosificaciones   del   inoculante   en  
prácticas  de  fertilización  mixta,    se  recomienda  tener  en  cuenta  los  planes  de  fertilización  
del  cultivo  asociadas  a  un  análisis  de  suelo  y  a  las  prácticas  de  manejo  agronómico  con  







Anexo  1:  Resultados  obtenidos  en  la  fase  de  pre  inoculación.  Pre  inóculos  1  A  4.  
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Anexo  2:  Estadísticos  descriptivos  
Variable  altura  planta  
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